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LỜI TỰA 


Hóa học phân tích là ngành khoa học có sự tích hợp cao của nhiều ngành khoa học tự nhiên 
hóa học, vật lý, toán học, tìn học, sinh học, mỗi trường.... Nhiệm vụ cơ bản của hóa học phân tí 


trọng trong khoa học, kỹ thuật, trong nghiên cứu, trong xã hội như công tác điều tra, 
năng, khai thác tài nguyên khoảng sản, đánh giá chất lượng sản phẩm,.... 
Các phương pháp và kỹ thuật rong hóa học phân ch ở nước ta đã được phát 


đại, từ đơn giản 
ài li các phương pháp. 
phân tích và hướng dẫn cụ thể vẻ từng kỹ thuật phân tích thì vẫn chưa có chưa đẩy đủ nên là một. 
thực tế khỏ khăn cho việc đảo tạo, ứng dụng và phát triển ngành hóa học hiện nay ở nước ta. 

Xuất phát tử thực tế đó, Nhà xuất bản Bách khoa Hà Nội xin #®) lệu cùng bạn đọc Bộ sách. 
chuyên ngành về “HÓA HỌC PHÂN TÍCH HIỆN ĐẠI" gồm 6 cứng, 

1. Phương pháp phân tích phố nguyễn tử. 

2, Phương pháp phân tích phổ phân tử. 

3. Phương pháp phân tích sắc ký và chiết tách. 

-4. Phương pháp xử lý và chuẩn bị mẫu phân t 

5. Hóa học phân tích cơ sở. 

6. Phương pháp phân tích điện hóa. 

Tác giả của bộ sách này là Nhà giáo Ưi 
nghiên cứu và làm việc trong lĩnh vực Hóa, 
người luôn tâm huyết với việc biên soạn 
kiến thức và kinh nghiệm quý báu đã đưộc 
là công cụ đặc biệt hữu ích, là cẩm n: 
HIỆN DẠI" cho các sinh viên, giĐỆ 


CS. TS. Phạm Luận, người đã nhiều năm giảng dạy, 
phân tích. Bộ sách là một phẳn thành tựu của tác giả — 
Ôn sách chuyên ngành để lưu truyền lại cho xã hội những. 
kết trong sự nghiệp của ông. Tôi tin rằng Bộ sách này sẽ 
g thức về lý thuyết và thực hành “HÓA HỌC PHÂN TÍCH 

ến, nghiền cứu viễn và các cán bộ làm việc liên quan đến lĩnh 


vực phân tích. 
Nhân dịp ra mắt 3 cuốn ,JẰu tiến của Bộ sách, trước tiền tôi xin trán trọng cảm ơn tác giả — 
NGUT. GS. TS. Phạm Lì đã ở tuổi 76 nhưng vẫn dành toàn bộ tâm huyết vả công sức để hoàn 


thiện bản thảo của Bộ sác nà: Tôi cũng xin cảm ơn các cán bộ của Nhà xuất bản Bách khoa Hà Nội đã 
rất nỗ lực và tận tâm đề thậc hiện xuất bản Bộ sách. Đặc biệt tôi xin chân thành cảm ơn ông Hoàng Anh 
Tuần - Phó Chủ tụ đồng các Phòng thử nghiệm Việt Nam ~ VINALAB, đã giúp đỡ và đóng góp 
kinh phí để biến c¿ Ig, kế hoạch ban đầu của chúng tôi thành những cuốn sách được xuất bản rất 
SH An học ~ xã hội cao. 

Bộ thể còn có thiếu sót hay hạn chế nảo đỏ, chúng tôi rắt mong nhận được sự góp ý từ 
bạn đọc đi iã và Nhà xuất bản tiếp thu và bổ sung cho những lần xuất bản tiếp theo. 


trọng giới thiệu cùng bạn đọc! 


GIÁM ĐÓC - TÔNG BIÊN TẬP. 
NHÀ XUẤT BẢN BÁCH KHOA HÀ NỘI 


9 TS. PHÙNG LAN HƯƠNG 


LỜI NÓI ĐẦU & 
Sắc ký và tách chiết là các kỹ thuật tách và xác định các chất trong Hóa học phân tí ' 
nó bao gồm sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC), điện di mao quản hiệu năng cao (HPCI ký khí 
(GC) và các kỹ thuật chiết lỏng  lóng (LLEx), chiết pha rắn (SPE). Các kỹ thuật sắc tách chiết 


này là một phần quan trọng của Hóa học phân tích hiện đại, đặc biệt là trong pÌ lượng nhỏ và 
lượng vết các chất. ở 

Sắc ký lỏng hiệu năng cao, sắc ký khí, điện di mao quản là những kỹ thiệt Sách và xác định đồng. 
thời các chất trong một hỗn hợp mẫu. r 

Trong khoảng 20 năm qua, HPLC, HPCE, GC và các kỹ thuật 6. đã và đang được phát 
triển rất nhanh và ứng dụng đạt hiệu quả cao trong việc tách, phẫn tí tính và định lượng các chất 
khác nhau từ vô cơ đến hữu cơ, mà sắc ký cổ điển không đáp ứng “được, như độ nhạy cao, tốc độ phân 
tích cao, cẳn ít mẫu, tách và xác định đồng thời được nhiều cl ìẾ một hỗn hợp mẫu. 

Ngày nay, tổ hợp cả sắc ký khí (GC), sắc kỷ lỏn cao (HPLC), điện đi mao quản hiệu 
vấn đề thực tế của phân tích. Nhất là 
trong khoảng 15 năm trở lại đây, sự phát triển và Ế của kỹ thuật phân tích HPLC, GC và HPCE 
đã đi vào mọi lĩnh vực của Hoá học phân tích, từ đa lượÌÏg đến vi lượng, cũng như điều chế. 

Ở các nước tiên tiến, nhiều phòng thí HPLC, HPCE, GC đã được xây dựng để phục vụ 
thực tế nghiên cứu và sản xuất công nông. \ địa chất, y được học vả phân tích môi trường. Nhiều 
sách chuyên sâu về kỹ thuật phân tích này 'ŠXược biên soạn. Nhiều hội nghị khoa học quốc tế đã được. 
tố chức hằng năm. Phải nói rằng, kỹ tích HPLC, GC và HPCE đã trở thành một nhóm trong, 
các kỹ thuật phân tích hiện đại có hiệu quả cao để xác định các chất hàm lượng nhỏ và vết. 

Ở nước ta, kỹ thuật phận tíchŸGC, HPLC và HPCE cũng đã và đang được nghiên cứu và phát 
triển cũng như ứng dụng tror số lĩnh vực khác nhau của nghiên cứu khoa học và sản xuất. Một số 
viện nghiên cứu khoa học, lg đại học, trung tâm đã có các hệ thống trang bị về kỹ thuật phân tích 
GC, HPLC và HPCE h‹ nước ta tự đầu tư, hoặc được sự viện trợ của nước ngoài theo các chương. 
trình hợp tác nghiên loa học và đảo tạo. Một số cán bộ khoa học và kỹ thuật viên của ta cũng đã 
thực dccnue( iến đẻ học tập, tu nghiệp hay trao đổi nghiên cứu về các kỹ thuật phân tích nảy. 
Song hiện nay. nhiều cán bộ chưa được đảo tạo học tập một cách có hệ thống, họ muốn tìm hiểu. 
tư sử dụng kỹ thuật phân tích GC, HPLC hay HPCE cho công việc của mình, nhưng. 
ngoại ngữ hoặc không có điều kiện ra nước ngoài tu nghiệp. Các tài liệu về kỹ thuật 
ạ lếm, chưa có bằng tiếng Việt, mà chủ yếu là bằng tiếng Anh, Đức, Pháp và Nga. Đây là 
ấn Tế khó khăn cho việc ứng dụng và phát triển kỹ thuật GC, HPLC và HPCE hiện nay ở nước ta 
IỆ Miêu cán bộ và kỹ thuật viên phân ích, mặc dù nhiều cơ sở đã có trang bị đầy đủ các loại máy móc, 
Sồnh sự hiểu biết cơ sở lý thuyết của kỹ thuật phân tích GC, HPLC và HPCE còn bị hạn chế. 


Xuất phát từ thực tể đó, tác giả mạnh dạn biên soạn cuốn sách cơ sở "Phương pháp phân tích 
sắc ký và chiết tách” để góp phần phục vụ công tác đảo tạo sinh viên đại học, thạc sỹ về 
chuyên ngành Hoá phân tích vả đáp ứng một phần nảo nhu cẩu của nhiều cán bộ đang muốn tìm hiể: 
kỹ thuật phân tích GC, HPLC, HPCE vả các kỹ thuật chiết tách trong phân tích, cũng như một : 


đọc cẩn tìm hiểu và học hỏi về các kỳ thuật phân tích nảy. Nội dung cuốn sách gồm nhữn/ 


chính như sau: 
1. Sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC); & 
2. Điện di mao quản hiệu năng cao (HPCE); là» 
3, Sắc kỹ khí (GC); 
.4, Các kỹ thuật chiết tách (LLEx, SPE, GCEx). & 


Vì đây là cuốn sách đầu tiên về lĩnh vực này được biễn soạn bằ KỀ và ma chúc chín 
không thể tránh khỏi những thiếu sót nhất định. Tác giả rất mong. VN ý kiến đóng góp của 
tắt cả các bạn đọc, các bạn đồng nghiệp xa gần để có thể bổ sung, đHÀI nộ dụng sích cho những 
lân xuất bản sau. 

Nhân dịp xuất bản sách, tác giả xin chân thành cảm ơn 
PGS. TS. Phạm Gia Huệ, GS. TS, Nguyễn Đức Huệ, PGS, 
KS. W, J. Elgersma, KS. R. Oster Vink,... đã có nhiều ý 
cuốn sách nảy, 


ï.H. Poppe, GS. TS. J.C, Kraak, 
'guyễn Văn Rỉ, TS. W.Th. Kook, 
óp cho việc xây dựng nội dung. 


Tác giả 
'GS. TS. PHẠM LUẬN. 


Lời tựa. 
Lời nói đầu.. 
Bảng các chữ viết tắt 


Chương 1. CƠ SỞ LÝ THUYÉT SẮC KÝ LỎNG HIỆU NĂNG CAO.. 


1.1. Những khái niệm về kỹ thuật tách sắc ký... 
1.1.1. Những khái niệm vẻ kỹ thuật sắc ký.. 
1.1.2. Nguyên tắc cầu tạo của hệ thống HPLC. 
1.1.3. Phân loại mức độ tách của HPL( 
1.1.4. Nguyên tắc của quá trình sắc ký trong cột 

.2. Cơ sở lý thuyết của kỹ thuật HPLC 
1.2.1. Khái quát quá trình tách sắc kị 
1.2.2. Các đại lượng đặc trưng của HPLC 
1.2.3. Pha tĩnh trong HPLC.... 
1.2.4. Pha động trong HPLC..... 
1.2.5. Lực rửa giải và thành phần 
1.2.6. Các cân bằng động học 


1.2.7. Ảnh hưởng của cấu Jrú tử chất tan.. 
1.2.8. Ảnh hưởng của. tẫu nạp vào cột tách. 
l 1.2.9. Rửa giải có gradiet ình phần pha động. 


1.210. Ảnh hưởng cổa nhiệt độ. e 
1.2.1. Độ chọn lọc Šữa hệ pha HPLC.. 


1.2.12. Tách i cột kế tiếp nhat 
1.2.13. Tối các điều kiện cho quá trình sắc ký 
#4 1.2/14. cột tách và kiểm tra cột tách... 
1.3. Trai bị của kỹ thuật HPLC 


Bơm cao áp trong HPLC. 
:3.3. Van bơm mẫu trong HPLC 
. Cột tách sắc ký 

bi kS) 1.3.5. Các loại detector trong HPLC... 


1.4. Phân tích định tính và định lượng bằng HPLC.. 
1.4.1. Phân tích định tính 
1.4.2. Phân tích định lượng.. 
1.4.3. Phân tích bán định lượn: 
1.4.4. Một số kỹ thuật phụ trợ trong HPLC. 

1.5, Sự phát triển của HPLC lên UHPLC.. 
1.5.1. Yêu cầu thực tế của tách và phân tích HPLC. 
1.8.2. Sự phát triển HPLC lên UHPLC....... 

Phần mềm (chương trình) điều khiển. 

Ví dụ các sản phẩm mới của UHPL‹ ` 

Các ưu nhược điểm và phạm vi ứng dụng UHPLC.. S 184 

1.6. Kỹ thuật HPLC trong phân tích định dạng... 

1.7. Một số ví dụ ứng dụng HPLC và UHPLC.. 

1.8. Ví dụ một số máy HPLC và UHPLC.... 

Tài liệu tham khảo. 


Chương 2. CƠ SỞ LÝ THUYẾT ĐIỆN DI MAO QU/ 
2.1. Đại cương về điện di mao quản : 
2.1.1. Sự ra đời và phát triển của kỹ thuật 
Đặc điểm của HPCE @ 
2.1.3. Tinh hình hiện nay của HPCI 
2.1.4. Nguyên tắc của sắc ký điện quản 
2.1.5. Sự phân loại hay các ki ) của HPCE 
2.2. Cơ sở lý thuyết của đi lao quản.. 
2.2.1. Sự điện di của trong mao quản. 
Thế điện di V tà lỆc điện di E. 
Dung dịch đếïn,ỀH và pha động trong HPCE. 
4. Mao qu: 
Lớp 


n thẳm (EOF)... 
›ng số phân tích của HPCE.. 
iệu ửng nhiệt và sự Gradient nhiệt độ trong mao quản.. 
Sự tương tác của chất tan với thành mao quản.......... 
10. Sự phân tán vùng chất mẫu do điện tích gây ra.. 


F3 11. Chất hoạt động bề mặt dùng trong HPCE 


2.2.12. Độ chọn lọc trong HPCE..... 
2.2.13. Dung môi hữu cơ trong HPCE. 


2.2.14. Nạp mẫu và vùng mẫu trong mao quản..... 

2.2.15. Các kiều điện di mao quản.. 

2.2.16. Khái quát các yếu tố ảnh hưởng trong HPCE 

2.2.17. Tối ưu hóa các điều kiện cho HPCE. 

2.3. Các trang bị máy móc của HPCE.. 

Ỉ 2.3.1. Nguyên tắc cầu tạo của một hệ HPCE 
2.3.2. Các bộ phận và nhiệm vụ của nó... 

Ị 2.4. Phân tích định tính bằng HPCE. 
2.4.1. Nguyên tắc của phân tích định tính... 

2.4.2. Cách tiến hành phân tích định tínl 

2.5. Phân tích định lượng bằng HPCE.... 

| 2.5.1. Nguyên tắc và phương trình cơ bản. 
Các phương pháp định lượng . 
2.5.3. Phân tích bán lượng theo cách đo tổng diện tí 
2.6. Một số ví dụ của HPCE.... 
| Tài liệu tham khảo... 


Chương 3. NHỮNG VÁN ĐÈ CƠ SỞ CỦA KỸ PHÂN TÍCH SẮC KÝ KHÍ.... 


3.1. Đại cương về sắc ký khí, GC.. 
3.1.1. Các định nghĩa và khái niệm ký 
3.1.2. Cột tách sắc ký khí và pha. 
3.1.3. Pha động (MP) của GC 
3.1.4. Thực hiện quá trình 
3.1.6. Hệ thống máy ( 
3.1.6. Phát hiện các 
3.1.7. Các đặc 
3.1.8, Sự phát 

3.2. Các quá trình tch trong cột sắc ký khí 
3.2.1. Các tác trong cột tách GC. 

}4 3.2.2. šng động học trong cột tách GC. 
loại cân bằng động học trong cột tách .. 

lại lượng đặc trưng của GC... 

Thời gian lưu (Retention Time). 

`3.2. Hệ số tách của hai chất kề nhat 

se Sự phân bố và hệ số phân bố K„;, của chất tan X, 

_ kS) 3.3.4. Hệ số dung lượng k/ (Capacity Factor).... 

3.3.5. Tốc độ pha động. 


h 


3.3.6. Độ phân giải trong GC, R... 
3.3.7. Nồng độ chất trên pic sắc là. : 
3.3.8. Chiều cao đĩa (H) và số đĩa (N) của cột tách GC... 
3.3.9. Điều khiển nhiệt độ trong kỹ thuật tách GC....... 
3.4. Pha tĩnh của GC. 
3.4.1. Pha tĩnh và cột tách của GC.. 
3.4.2. Chất nên để chế tạo pha tĩnh trong GC 
3.4.3. Các loại cột tách của GC...... 
3.4.4, Phương pháp tắm pha tĩnh lỏng lên chất mang. 
3.4.6. Các phương pháp nhỗi pha tĩnh vào cột tách. 
3.5. Pha động trong GC... 
3.5.1. Yêu cầu của pha động trong GC. 
3.6.2. Các loại pha động (khí mang) của GC . 
3.6. Các loại DETECTOR dùng trong GC.. 
3.6.1. Detector đo độ dẫn nhiệt, TCD.. 
3.6.2. Detector ion hóa ngọn lửa. 
3.6.3. Detector bắt điện tử, ECD 
3.6.4. Detector khối phổ, MMD.... 
3.6.6. Các loại dotector khác. 
3.6.6. Sự ghép nói GC với các det 
3.7. Phương pháp nạp mẫu vào cột 
3.7.1. Khái quát chung. 
3.7.2. Các yêu cầu của việc. 
3.7.3. Các phương pháp 
3.8. Những yếu tố ảnh hị 
3.9. Tối ưu hóa các 
3.9.1. Chọn cột loại ph tĩnh. 
3.9.2. Chọn c| i cột tách.. 
3.9.3. Chọn, (khí mang) 
3.9.4. CỊ Ủhơng pháp và các đều kiện nạp mẫu. 
chế độ chạy sắc ký... 
34 ÍỌn các điều kiện và trang bị phát hiện chát.. 
YẾS) Xem xét các yêu tổ ảnh hưởng khác có thể có 
.8. Phương pháp và điều kiện xử lý chuẩn bị mẫu. 
. Phân tích định tính 
3.10.1. Nguyên tắc chung. 
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3.10.2. Phương pháp định tin 
3.11. Phân tích bán định lượng theo diện tích PIC, S... 
3.11.1. Nguyên tắc chung.. 
3.11.2. Cách tiễn hành... 
3.11.3. Định lượng theo phép đo tổng điên tích ic, S 
3.12. Phân tích định lượng... 
3.12.1. Phương trình định lượng và nguyên tắc. 
3.12.2. Các phương pháp định lượng 
3.13. Một số kỹ thuật phụ trợ trong GC... 
3.13.1. Kỹ thuật GC đa chiều... 
3.13.2. Kỹ thuật GC có thế hóa... 
3.13.3. Các kỹ thuật dẫn xuất hóa trong phân tích GC. 
3.14. Ghép nói hệ GC với các DETECTOR để định dại 
3.15. Chuẩn bị mẫu cho GC.. 
3.18.1. Kỹ thuật chiết lỏng - lỏng... 
.3.15.2. Làm sạch và làm giàu chất phân tích... 
3.16. Sắc ký khí khối phổ phân tích các Hi 
3.16.1. Xác định các HCBVTV trong di 
3.16.2. Xác định các HCBVTV trong mị 
3.17. Một số ví dụ khác về phân tíc! 
3.18. Ví dụ một số hệ máy GC và, 
Tài liệu tham khảo.. 


4.1. Những vấn đề cơ. 
4.1.1. Khái niệm 
4.1.2. Hằng số. 


. Các dạng hợp chất chiết được. 
. Trang thiết bị của các kỹ thuật chiết. 
Z4. Các kỹ thuật chiết trong phân tích. 


4 4.4.1. Kỹ thuật chiết lỏng — lỏng... 


4.4.2. Kỹ thuật chiết pha rắn (chiết lỏng — rắn)... 
4.4.3. Kỹ thuật vì chiết pha rắn. 
4.4.4. Kỹ thuật chiết pha khí, hệ khí — rắn. 5 
4.4.5. Chiết pha rắn (SPE và SPME) trong phân tích môi trường, 
4.5. Các yếu tố ảnh hưởng đến quá trình chiết 
4.8.1. Hệ số phân bồ và nồng độ chất cần chiết . 
4.5.2. Môi trường pH của mẫu chiết. 
4.5.3. Nhiệt độ chiết. 
4.6.4. Tốc độ nạp mẫu và giải chiết 
4.8.5. Dung môi giải chiết..... 
4.5.6. Chất tạo phức và nồng độ của nó 


4.5.8. Nồng độ muối tan trong mẫu. 
4.6.9. Thời gian chiết 
.4..10. Các chất khác có trong mẫu và sự chiết cạn! 
4.6. Các cách nâng cao độ chọn lọc và hiệu suất 
4.6.1. Chọn hệ dung môi chiết hay chất chiết 
4.6.2. Sử dụng phản ứng xúc tác... 
4.6.3. Dùng phương pháp cộng chiết. 
4.6.4. Thay đổi dạng hợp chất của 
4.6.8. Dùng cơ chế chiết liên hợp... 
4.6.6. Dùng hiệu ứng trợ chiết củ: 
Tài liệu tham khảo. 


PHỤ LỤC... 
MỌT SÓ THIẾT BỊ MINH 
CHÍ MỤC... 


BẢNG CÁC CHỮ VIẾT TÁT + 
Viết tắt 'Viết đầy đủ tiếng Việt (tiếng Anh). & 
254 Sắc ký lông (Liquid Chromatography). €* 
HPLC Sắc ký lỏng hiệu năng cao (High Performance Liquid ciếằ mm) 
hay (High Pressure Liquid Chromatography) Q 
SHPLC Sắc ký lòng super hiệu năng cao. `4 
(Super High Performance Liquid Chromat 
UHPLC Sắc ký lòng siêu hiệu năng cao. 
(Ultra High Performance Liquid ) 
GC Sắc ký khí (Gas Chromatography), 
CaGC Sắc ký khí cột mao quản (Capill lumn Gas Chromatography) 
PC Sắc ký phân bế (Partition CỊ fography) 
NP Pha thường (Normal PI 
NP-HPLC Sắc ký lỏng hiệu năng la thưởng. 
(Nomal Phase Hi Liquid Chromatography) 
RP Pha ngược Phase) 


RP-HPLC Sắc ký lỏi hăng cao pha ngược. 
`. Hinh Performanee Liquid Chromatography) 


TE (hay IEx) “Trao đôi lăn (Ion Excbange) 
IEx-HPLC \g hiệu năng cao trao đổi ion 

(IenŸ Exchange High Performance Liquid Chromatography) 
IC ký ion (lon Chromatography) 
IExC Q ắc ký trao đổi ion (lon Exchange Chromatography). 
IP-C &@ Sắc ký cặp ion (Ion-Pair Chromatography) 


GE na Rây, sàng lọc (Gel Eilration) 
GEI Sắc ký rây, sàng lọc phân tử (Gel Filtration Chromatography) 


SJMec 


Sắc ký lỏng hiệu năng cao rẫy phân tử. 
hay MEHPLC _ (Molecular Exclusion High Performanee Liquid Chromatography) 
Sắc ký rây, sàng lọc phân tử (Molecular Exclution Chromatography) 


HPTLC Sắc ký lớp mỏng, bản mỏng hiệu nãng cao. 
(High Performance Thin-layer Liquid Chromatography ) 


PC Sắc ký phân bổ (Partiion Chromatography) 

LLC Sắc ký lỏng — lỏng (Liquid Liquid Chromatography) 

LSC Sắc ký rắn - lông (Liquid Solid Chromatography) _ 
MP Pha động (Mobile Phasc) 

SP Pha ĩnh (Stationary Phase) * 


UV Tử ngoại (Ultraviolet) 4 ù 


VIS Khả kiến (Visible) 
AES Phố phát xạ nguyên tử (Atomic Emission. 
AFS "Phổ huỳnh quang nguyên tử (Atomie ——— 
AFSD. Detector phổ huỳnh quang nguyên tử 
(Atomic Fluoreseenee Spectrography. 2 


AESD Detector phổ phát xạ nguyên tử (Atomi 
F-AAS "Phổ hắp thụ nguyên tử ngọn lửa (Fl 
GE-AAS Phổ hấp thụ nguyên tử không nị lò graphit) 


(Elameless Atomie Absorptio 8 

hay (Graphite Furnace AtorấiÈAlbsorption Spectrography) 
ME Huỳnh quang phân tử. lar Fluorescence) 
MES Phổ huỳnh quang {Molecular Fluorescence Spectrography) 
PDA Ming diot quang Êhpto Diod Aray) 
EI lon hóa bẫ (Electron lonization). 
ESI lon hóa bằẾề ðẤun mù Electron (Electro-Spray Ionization) 
EIL-MMS Phổ khối lượng phân tử nguồn EI 

Ionization Moleeular Mass Spectrography)) 
ESIEMMSẼ tổ khối lượng phân tử nguồn ESI 
Ïectro-Spray lonization Molecular Mass Spectrography) 

ICP @ Induetivity Coupled Plasma 


(Induetivity Coupled Plasma Atomic Mass Spectrography) 
Giới hạn phát hiện (Limit of Detection) 

Giới hạn định lượng (Limit of Quantitative) 

Sắc ký lỏng hiệu năng cao trao đổi ion 

(fon Exchange High Performance Liquid Chromatography) 


ICP-MS & 'Phổ khối nguyên tử nguồn cao tần cảm ứng 


CEx-HPLC 


AEx-HPLC 


NP-HPLC 


RP-HPLC 


P-HPLC 


PKNT hay AMS 
PKNTD 
PKPT hay MMS 


cấ 


Sắc ký lỏng hiệu năng cao trao đổi cation. 
(Cation-Exchange High Perfommance Liquid Chromatography) 


Sắc kỹ lỏng hiệu năng cao trao đổi anion & 
(Anion- Excbange High Performance Liquid Chromatography) 


Sắc ký lông hiệu năng cao pha thường _ 


(Nommal Phase Hìgh Performance Liquid Chromatography) 
Sắc kỷ lỏng hiệu năng cao pha ngược & 
(Reversed Phase High Performanee Liquid ChromatographyẤC 
Sắc ký lỏng phân bố hiệu năng cao 3 
(Padition Hịgh Pedomnance Liqid CưomatognphyV) 
Sắc ký ion (Ion Chromatography) * 
Sắc ký lỏng ion hiệu năng cao. « 
(lon High Performanee Liquid 
Phân tích (Analysis, Analytical) 
Phổ huỳnh quang nguyễn tử (Atomic Ice Spectrometry). 
Detector phổ huỳnh quang. 
(Atomic Fluorescence Spect Detector) 
Phố huỳnh quang phân tử, llar Fluorescence Spectrometry). 
Deteetor phổ huỳnh lân tử 
(Moleeular Fl trometry Detector) 
Phổ khối lượng tử (Atomic Mass Spectrography) 
Đetector phổ khỏi lữợng nguyên tử (Atommic Mass Spectrography Detector) 
Phổ khối tử (Molecular Mass Spectrography) 
Đeteci 'khối phân tử (Molecular Maxs Spcctrography Detector). 
§giẩn bay (Time of Flight) 
khối phân giải theo thời gian bay (Time of Flight Mass Spectrometer). 
lÍỒng đo động, dòng chảy (FlowCell) 
*ực làm việc (Working Electrode) 


(Ồ”_ Cực so sánh (Referenee Eleetrode) 


Cực chỉ thị (Indication Electrode) 

Cực phụ trợ (Auxiliary Electrode) 

Cực phụ trợ, kiểm tra (Counter Electrode) 

Phổ hấp thụ nguyên tử với kỹ thuật hydrua hoá mẫu 

'Volatile hydride Compound Generation Flame Atomic Abssorption 
Spectrography 


ECD Detector bắt electron 


AESD Deteetor phổ phát xạ nguyên tử 

(Atomic Emission Spectrography Detector) & 
ọC Hóa chất bảo vệ thực vật cơ clo 

(COrgano-chlorine Pesticides) _ 
sP Hóa chất bảo vệ thực vật cơ phospho. 

(-Organo-phosphorie Pesticides) & 
PAHs Hợp chất hydroeacbon đa vòng (Poly Acromatie HydroearburesÉC Ì 
CE Điện di (Capillary Eleetrophoresis) và 
HPCE Điện di mao quản hiệu năng cao (High Performance. lectrophoresis) 
HVCE Điện di mao quản thể cao (High Pressure Capillary ENpbðphoresi) 
HPCEC Sắc ký điện di mao quản hiệu năng cao. 

(High Perfomanee Capillary Electrophoresis CẾcĐnatogrphy) 
HVCEC Sắc kỹ điện di mao quản thế cao 


(High Pressure Capillary Electrophores tmatogrphy) 
CZE Điện di mao quản vùng (Capillary trophoresis) 
MCEK Điện di mao quản điện động học MỊP 
Hay MEKC (Micell Capillary Electro-Kin 
Gel-HPCE Điện di mao quản hiệu Sảng lọc phân từ 
(Gel-Filter High Perf Capillary Eleetrophoresis) 
CIEF Điện đi mao quản điện tích 
(Capillary Iso-FeeusjÈ& Electrophoresis) 
CITP Điện di mao. ủng tốc độ (Capillary Iso-Tacho Electrophoresis) 
MP Pha động (KIŠ)ïle Phase) 
EOF Dòng điện Ñhẩm (Electro-Osmotic Flow) 
BEE Lực ất‡pÈrường (Electric Field Foree) 
# Ẩn (on Foree) 
ID nh 
ØD « kính ngoài (Outside Diameter) 
R Độ phâu giải (Resolution) 
PD > Điều khiển bằng áp lực (Pressure Drive) 
ED 4 Điều khiển bằng điện lực (Electric Drive) 
Nông độ giới hạn hình thành tiểu phân Micel 
s (Criúal Mieellary Concentration) 


s Pha thường (Nommal Phase) 


RP Pha ngược (Reversed Phase) 


NTĐH Nguyên tô đất hiểm (Rare Eath Elements) 
PAD Detector mảng diot phát quang (Photo array Diod Detector) 
UVD 'Detector phổ hắp thụ tử ngoại (Ultraviolet Detector) & 
VISD Deteetor phổ hấp thụ khả kiến (Visible Detector) _ 
EIUMMS 'Detector khối phổ phân tử nguồn ion hoá electron 
(Eleetron Ionization Molecular Mass Spectrometer) & 
ESI-MMS Detetor khối phổ phân tử nguồn ion hóa phun mủ electron l> 
(Eleetron-Spray lonization Molecular Mass Spectromet 
ICP-MS, hay Phổ khối phổ nguyên tử nguồn cao tần cảm ứng 
ICP-AMS (Inductivity Coupled Atomie Plasma Mass Spect 
ICP OES Phổ phát xạ nguyên từ nguồn cao tần cảm. ứng ÁQ)) s 


(Inductivity Coupled Plasma Atomic Emisi 
F-AASD Detector phổ hắp thụ nguyên tử ngọn lử 
(Flame Atomie Absorption Spec! 


MED Detector phổ huỳnh quang phân. lecular Fluorescene DDetector) 
DPSV Detector điện hóa Von-Ampe xung vi phân 
(Đifference Pulse Stripri Detcclor) 
TBE Trị Buty-Etanol 
LE Chất điện dẫn (Leadii lyte) 
TE Chất giới hạn u 
(Zone ĐI lye) 
QC Kiểm tra (Quality Control) 
PVC Nhựa yì 
HV Đi 'cao (High Voltage) 
GC SấệvỀ khi (Gas Chromatography) 


GC-MS IẾ: ký khi khối phổ, 
và 'Chromatography with Mass Spectrometer Detector) 


GF-GC _ „Ồ” Sắc ký khírấy (sàng lọc) phân từ (Gel-Filer Gas Chromatography) 
Sắc ký khí phân bố (Partition Gas Chromatography). 

Sắc ký khí pha thường (Normal Phase Gas Chromatography) 

Sắc ký khi pha ngược (Reversed Phase Gas Chromatography). 

Mao quản (Capillary) 

Pha tĩnh (Stationary Phase) 

4 MP. Pha động (Mobile Phase) 


Detector ion hóa ngọn lửa (Flame lonization Detector) 
Detector bắt (cộng hợp) electron (Electron Capture Detector) 


Detector đo độ dẫn nhiệt (Thermal Conductivity Detector) 
'Detector phát quang ngọn lửa (Flame Photometric Detector) 
'Deteetor phổ khối phân tử (Molecular Mass Spectrometer Detector) _ 


lon hóa bằng nguồn electron (Electron lonization) 

lon hóa bằng nguồn hóa học (Chemical lonization) l3 
lon hóa hóa học ion dương (Positive Chemical Ionization) £SŠ, ° 
on hóa hóa học ion âm (Negative Chemical lonization] 

lon hóa bằng nguồn phun clectron (Electro-Spray. loftellon) 
Deteetor ion hóa photon (Photon-lonization 


Detector đo độ dẫn điện (Electrolytic Conductivity Detector) : 


Detector Nitơ-Phospho (Nitrogen-Phospi do) 
Detector phổ hồng ngoại chuyển hóa Fouri 

(Fourier transform Infrared Spcet 

Độ phân giải (Resolution) 

'Hoá chất bảo vệ thực vật (Pestici 

"Hoá chất bảo vệ thực vật họ cơ clo (Organo-chlorine Festeides) 
Hoá chất bảo vệ thực vật chất cơ phospho. 

(Organo-phosphorus. ) 

Hoá chất bảo vệ Pyred (Pyred Pesticides) 


'Bộ chuẩn bị Ta (Head-Spaee) 
Sắc ký khí bị mẫu dạng hơi (Head~Space Gas Chromatography) 


Chiết lỏn, tg (Liquid-Liquid Extraction) 
Chiết 'nế— rắn (Solid-Liquid Extraetion) 
Chỉ rắn (Solid Phase Extraction) 
cẩết pha rắn (Solid Phase Miero-Extraction) 
iết pha khí (Gas Phase Extraction). 
(G “Chiết siêu âm (Ulta-Sonie Extraction) 
Cục bảo vệ mỗi trường Hà Lan (Dutch Enviromental Protection Agency) 
'Độ lệch chuẩn tương đối (Relative Sumdard Deviation) 
Sai số tương đối (Relative Error) 
Chiết lỏng — lỏng (Liquid-Liquid Extraction) 
'Chiết pha rắn (Solid Phase Extraction) 
Chiết kiểu cặp ion (Ton Pair Extraction). 


GPE 
SGE 

SPME 

Pest 

Herb. 

OCP, hay OC, 
OP, hay OP 


Chiết pha khí (Gas Phase Extraction) 
Chiết rằn - khí (Solid- Gas Extraction) 


Vi chiết pha rắn (Solid Phase Micro-Extraction) & 
Các hóa chất bảo vệ thực vật, HCBVTV (Pesticides) 
Hoá chất diệt có dại (Herbicides) _ 


'Hóa chất bảo vệ thực vật họ cơ phosphor 

(Organo-phosphonus Pesicides) €" 
Các hợp chất Biphenyl (Poly Carbure Biphenyls) 

Các lợớtueacbon thơm đa vòng (oy HọitocefburCAgrorasix) 
Amonium Pyrolydin Dithiocarbamate v 

Metyl Iso Butyl Ketone ‹ 

Kim loại (Metal) @ 

“Thuốc thử (Reagent) 


Hóa chất bảo vệ thực vật họ cơ clo (Organo-chlorine — 


Dung môi giải chiết (Elution Sol 
Sự hấp thụ (Absorption) 
"Độ hắp thụ, băng hắp thụ (Ai 1) 
Chất nên của mẫu (Matri) 


Chương 1 K£ 
CƠ SỞ LÝ THUYẾT 


SẮC KÝ LỎNG HIỆU NĂNG CAO 


£* 
1.1. NHỮNG KHÁI NIỆM VẺ KỸ THUẠT TÁCH SÁC KÝ__C 


1.1.1. Những khái niệm về kỹ thuật sắc ký ‹ d 


Sắc ký là những kỹ thuật tách và phân tích. (xác định) các chấ Ig một hỗn hợp mẫu dựa theo. 
những tính chất hóa học, vật lý và hóa lý của các chất trong nhị \u kiện nhất định. Các tính chất 
đó là: 


+ Tính chất hắp phụ của chất rắn xốp; 

+ Tính chất trao đổi ion, tạo cặp ion; 

+ Sự rây phân tử theo kích thước (độ lớn) chúng; 

+ Sự tạo phức và sự liên hợp phân tử; 

+ Sự phân bố của các chất giữa hai pha hòa tan vào nhau; 


Kỹ thuật sắc kỷ cỏ hai loại dựa \g thái của chất mẫu và pha động khi tiến hành tách 
(chạy) sắc ký. Đó là: 

1. Kỹ thuật phân tích sắc xiĂc, pha động lả chất khí; 

2, Kỹ thuật phân tích sắc. \g (LC), pha động là chất lỏng. 

Trong kỹ thuật sắc kýlỏng lại được chia thành hai nhóm, đó là: 
j + Sắc ký lỏng áp. \g, LC (sắc ký cổ điển); 

+ Sắc ký lỏng hiệu ñãng cao (High Performance Liquid Chromatography, HPLC), làm việc với 
áp suất từ 150 - 25( 


Hiện nay @& sâu năm 1999) đã có sắc ký lông siêu áp (Ultra High Performance Liquid 
ng Văn Gan neo siisee 900 — 1300 bar. 


Ig như dung môi để chạy sắc ký. Ngược lại, kỹ thuật HPLC tuy mới ra đời vả phát triển 
năm trở lại đây, nhưng hiện nay đang được phát triển rất nhanh và đã được ứng dụng rất 
trong nhiều lĩnh vực khác nhau của nghiên cứu khoa học, sản xuất công nghệ, môi trường..... 
thuật tách sắc ký HPLC này có độ nhạy cao, hiệu suất tách cao và tốn ít thời gian cũng như tốn ít 
¡. Nói chung, trong khoảng 20 năm qua, kỹ thuật phân tích HPLC đã chiếm gần 70% tổng số các 
sông trình nghiên cứu và ứng dụng về sắc ký. 


bì 


Kỹ thuật phân tích HPLC bao gồm hai nhóm: 

+ Sắc kỹ lớp mỏng hiệu năng cao (HPTLC: High performance thin layer liquid Chromatography). 

+ Sắc kỷ cột lông hiệu năng cao hay sắc kỷ lông hiệu suất cao (HPLC: High performance “& 
Chromatography). 

Trong nhóm HPLC, tủy theo bản chất của các quá trình sắc kỹ của pha tĩnh (SP) xảy ra xe 
tách mà người ta chia thành các loại sau: 


1. Sắc ký phân bố (PC) của chất tan giữa hai pha không tan vào nhau; & 
2. Sắc ký hấp phụ pha thường (NP-HPLC); 

3. Sắc ký hấp phụ pha ngược hay pha đảo (RP- HPLC); S 
4. Sắc ký trao đổi ion ([Ex-HPLC) và cặp ion (IP-HPLC); c 


5. Sắc ký rây (sàng lọc) phân tử (FG-HPLC). 

'Trong năm loại này, loại thứ năm chỉ để tách các chất có phân # `. hơn 1000 đvC 
(cao phân tử). Một cách tổng quát, chúng ta có thể mình họa khải qt thần chía nảy trong sơ đồ. 
hình I1. 


Pe- mi —maTps Bế” "Pha ngược; lEx~ Trao đổi lon; FG ~ Rây phân tử. 


Sự phân chia trên đây là dựa leo tính chất của quả trình sắc ký, tắt nhiên đó cũng chỉ là tương. 
đối. Vì trong nhiều trường, trình tách sắc ký xây ra trong cột tách không phải chỉ theo một tính 
chất (một cơ chế) duy nhất, ng thời có thể cỏ hai cơ chế khác nhau cùng diễn biến trong cột tách. 
Ví dụ, trong sắc ký cặp iơq đẳng chất hấp phụ pha ngược Hypersil ODS để tách các nguyên tố đắt hiếm, 
với pha động là nước, trong môi trường đệm axetat (pH = 4,6), có chất tạo phức ở-HIBA, 
thì sự tách xảy ra 'Éơ chế trao đổi ion và cơ chế hắp phụ của pha ngược. 

Mặt khác, em xét về trạng thái pha tĩnh, người ta lại chia thành: 

+ Sắc ø — lỏng (LLC): pha tĩnh và pha đông đều là chất lỏng. 

\g — rắn (LSC): pha tĩnh là chất rắn, pha động là chất lỏng. 

, trong hệ LLC thì pha tĩnh là chất lỏng, nó được giữ ở trong cột tách như một lớp màng 
tắt mang trơ. Chất mang trơ này thường là các hạt silicagen trơ, ví dụ như Kiselgure của 
lerck. Còn trong hệ LSC thì pha tĩnh là một chất rắn, hạt xốp vả có cỡ hạt từ 5 đến 10 um 
l kính). 
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Cùng với pha tĩnh, trong kỳ thuật HPLC, các chất lỏng hay hỗn hợp các chất lỏng dùng để rửa 
giải các chất phân tích trong quá trình sắc ký được gọi là pha động (MP). Pha động có thể chỉ là một 
dụng môi nước hay đung môi hữu cơ, như metanol, axetonitri, butanol; hay cũng có thẻ là hỗn hợp $ 


hai dung môi, như mmetanol và nước hay axetonitril và nước trộn với nhau theo tỷ lệ nhất địn 
cũng có thể là dung mỏi có thêm các chất đệm, chất dẫn điện, chất tạo phức... 

Song song với kỳ thuật HPLC, kỳ thuật sắc kỷ khí cũng được phát triển và ứng dụng 
Tĩnh vực. Kỹ thuật sắc ký khí sẽ được giới thiệu kỹ trong chương 3 của cuốn sách này. 

1.1.2. Nguyên tắc cấu tạo của hệ thống HPLC & 

Để thực hiện việc tách một hỗn hợp. chất bằng kỹ thuật phân tích HPLC, "hải có các hệ 
thống trang thiết bị về kỹ thuật này. Hệ thống trang thiết bị của kỹ thuật HPLC, "bản (đơn giản và 
.đủ để làm việc) bao gồm 5 bộ phận chính sau đây: 

1. Bơm cao áp (High pressure Pump) Q 

Để bơm pha động (MP) vào cột tách, thực hiện quá trình sắc ký, chất tan ra khỏi cột sắc 
ký. Bơm này phải điều chỉnh được áp suất (0 ~ 400 bar) để tạo ra \g tốc độ nhất định của pha 
động qua cột tách phù hợp cho quá trình chạy sắc ký và phải k ế được tốc độ MP nằm trong 
vùng 0,5 = 2,5 mL/phút. 

2. Bộ van bơm mẫu (Sample Injection System) 

Để bơm mẫu phân tích vào cột tách theo những. mẫu nhất định không đổi trong một quá. 
trình sắc ký. Đó là các van 6 chiều có chửa vòng. Ó-ÝẺ tích xác định (ví dụ 20, 50 hay 100 HL). 
'Van 6 chiều chỉ có một vòng mẫu, được dùng chủ g các hệ máy phân tích HPLC hiện nay. 

1. Cột tách (Scparation Column) 

Cột tách là bộ phận chứa pha tĩnh (SP), im của quá trình tách sắc ký, nó là một yếu tổ quyết 
định hiệu quả sự tách sắc ký của một hỗn It mẫu. Cột tách cỏ nhiều cỡ khác nhau, tùy thuộc vào. 
mức độ sắc ký (bảng 1.1). Nồi chung, các phân tích thường có kích thước chiều dải từ 15 - 25 cm; 
đường kính trong từ 2,5 = 4,6 mm. Còn vớiÄUHPLC có cột tách chiều dài 5 ~ 7 em và đường kính trong 
2~2,2 mm. 

4. Trang bị phát hiện tích 

Đây thường là các loại Detector dựa theo các tính chất của chất phân tích, đế phát hiện và đo định. 
lượng nó, ví dụ: là 


tụ quảng phân tử vùng phổ UV hay UV-VIS; 
xạ nguyên tử (loại AES và ICP-AES); 
p thụ nguyên tử (F-AAS và GE-AAS); 


- r điện hóa (đo dòng, cực phổ, độ dẫn, điện lượng); 
tor chiết suất; 
or đo độ dẫn nhiệt; 

Detecor mảng diot phát quang (PAD); 

Detector phổ khối lượng (khối phổ: EL-MMS và ICP-MS); 
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ất nhiên phải tủy theo mỗi loại chất phân tích mả chọn loại detector nảo cho phủ hợp để đạt 
được độ nhạy cao khi phát hiện được các chất, cũng như đo định lượng chúng tốt nhất. Trong các loại 
trên, deleetor phổ hấp phụ quang phản tử vùng phổ UV hay UV-VIS hiện đang được dùng phổ biển. 
nhất, vì nó thích hợp cho nhiều loại chất và không quá đất. Song độ nhạy (LOD) chỉ đạt mức 0,05, 

Sau đỏ là deteetor PAD, MES (có LOD cỡ 0,015 ppm), deteetor ICP-MS (có LOD cỡ 0,005 à 
EI-MM§ với LOD 0,5 ppb. 

5. Trang bị ghỉ và hiển thị kết quả. 

Trang bị chỉ thị (hiển thị) kết quả tách sắc ký có nhiều loại, nhưng đơn giản vi Điển nhất là 
các máy tự ghỉ (recorder) để ghỉ tín hiệu đo dưới dạng pie sắc ký của các chất, rồi đến b tích phân kế 
(Intergrator), sau đó là máy tính kèm theo bộ chương trình (software) để xử lý qưã và máy in để in 
các kết quả tách. 


Trên đây là 5 bộ phận chính cần thiết tối thiểu phải có của một hệ. ty HPLC. Hình 1.2 là 
sơ đồ khối về hệ thống này. Tắt nhiên, những hệ thống máy HPLC hị 'hiện đại ngày nay còn có. 
thêm 4 bộ phận nữa, đó là: ©® 


6. Bộ chương trình gradient dung môi (pha động); 

7. Bộ bơm mẫu tự động và pha loãng mẫu; 

8. Bộ gia nhiệt và ồn nhiệt độ cho cột tách sắc ký; 

9, Máy tính và các chương trình (phần mềm) đi 
lý kết quả tách, lập báo cáo và in các kết quá tách sắ 

Một cách tổng quát, chúng ta có thể mô ph: 


kiểm soát toàn bộ hệ thống HPLC và xử 
hợp chất. 
hình nguyên tắc của chúng theo hình 1.2. 


4) 


ơal ẾÌỀ bứng HPLC ám si có bộ nhận pdf dụng mi 
(Grad.). Các bộ phận như hình trên. 


b) 


Hình 1.2. Sơ đỗ khối các kiểu hệ thống HPLC. 
(8)~ Hệ cơ bản; (b) — Hộ đẩy đủ. 
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1.1.3. Phân loại mức độ tách của HPLC 

Trong kỹ thuật tách HPLC, người ta cũng chía thảnh ba mức độ của quá trình tách sắc ký, tủy 
thuộc vào mục đích và yêu cầu của người làm HPLC. Ba mức độ đó là: 

+ Mức độ tách phân tích (Analytieal Level). & 

+ Mức độ tách bán điều chế (Semi-Preparative). _ 

+ Mức độ tách điều chế, sản xuất (Preparative). 

Bảng 1.1 là những tham số và các quy định về kích thước chiều đải, đường kính 'h, lượng 
mẫu nạp vào cột tách,... cho mỗi mức độ sắc ký trong kỹ thuật tách HPLC. Tắt nhỉ. cũng chí là. 
những khái niệm phân chia có tính chất tương đối. ` 

Bảng 1.1. Phân loại mức độ sắc ký trong HPLC @& 
Các tham số Mức độ 
mm... 
Đường kính cột (mm) 2050 
Độ dài cột L (cm). 50 - 100 
Cỡ hạt pha tĩnh (am ®) 25~60 
Tốc độ MP (mL/phút) 20 100 
'Thể tích mẫu nạp Vạ (u) > 5000 
Lượng mẫu nạp Q, (mg.) > 5000. 
Số đĩa của cột tách, Nẹc > 5500. 
Độ nhạy detector Trung bình. 
"Thời gian tách (phút) 250< 


1.1.4. Nguyên tắc của 

© Để tiến hành tách sắc kỳ pha tĩnh phải được nhồi vào cột tách theo một kỹ thuật nhất định 
phù hợp. Pha tĩnh là một yếk tổ quan trọng quyết định bản chất của quá trình sắc kỷ và loại sắc ký. 
Nếu pha tĩnh: 

+ Là chất hấp phụ ẨỔi ta có sắc ký hấp phụ pha thường hay pha ngược (hệ NP-HPLC hay 
RP-HPLC). 

+ Lả chất ï ion, ta có sắc ký trao đổi ion ([Ex-HPLC). 

+ Là cl thì ta có sắc ký chiết hay sắc ký phân bố (LLC). 
Tây phân tử, ta có sắc ký rây phân tử (GE-HPLC). 
\ự với pha tĩnh, để thực hiện sắc ký, rửa giải chất phân tích ra khỏi cột tách, chúng ta phải 
môi rửa giải. Đó là pha động (mobile phase: MP). Như vậy, nếu ta nạp mẫu phân tích 
gi chất A, B, C vào cột tách, thì khi bơm pha động qua cột tách, các quá trình sắc ký của các chất 

.C sẽ xây ra. Nghĩa là có sự tách của các chất A, B, C khỏi nhau sau khi đi qua cột tách. Quyết 

hiệu quả của sự tách sắc ký ở đây là tổng của các mỗi tương tác: 


ất phân tích X, và pha tĩnh SP, với lực F1; 
t phân tích X, và pha động MP, với lực F2; 

3. Giữa pha tĩnh SP và pha động MP, với lực F3 

“Tổng của ba lực tương tác (hỉnh 1.3) trong ba tương tác này sẽ là yếu tổ quyết định chất nào 
rửa giải ra khỏi cột tách sắc ký trước tiên, nếu lực tương tác lưu giữ F¿ của nó là nhỏ nhất. Ấất 
não có lực tương tác lưu giữ lớn nhất thì nó sẽ được rửa giải ra khỏi cột tách sau cùng, Ta cí linh 
họa quá trình tách này của mẫu có hai chất A và B, theo sơ đồ như trong hình 1.4. : 


Thời gian lưu, t, (phút) ® 


Fà Hình 1.4. Sơ đỗ minh họa quá trình tách. 
.A và B là hai chắt phân tích. MP là pha động đề rừa giải chắt phân tích. 
s Vi dụ trong hình 1.5. 
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'Theo sơ đỗ trên hình 1.3 thì lực tương tác lưu giữ của mỗi chất phản tích sẽ lả: 
ChấtA: FẠ = FA(1) + FA(@) + Fa(3) 
ChấtB: Fạ = Fa(1) + Fs@) + Fs@) 
ChấtC: Fc = F4) + Fc(2) + Fc@) 

Ở đây, đối với mỗi chất, sự lưu giữ được xác định bởi ba lực thành phần là: F(1), sótto 
Trong đó E(1) và F(2) là quyết định, còn E(3) là yếu tố ảnh hưởng. Trong đó, Lực F(1) địữ hát phân 
tích X, ở lại trên cột tách, tức là trên pha tĩnh (SP). Khi đó lực thành phần F(2) lại kéo, ân tích X; 
ra khỏi pha tĩnh. Như vậy, với mỗi chất khác nhau thì thảnh phẩn F(1) và F(2) là 
phần F(3) trong một hệ sắc ký mà chúng ta giữ thành phần pha động và các điều là không đổi, 
thì F(3) của các chất là hầu như không khác nhau. Vì thế F(1) và F(2) là hai yết tyết định sự lưu giữ 


của chất tan trong một hệ pha. Vi thế có nghĩa là pha fĩnh và pha 4@mg(Ồ)hai yếu tổ chính quyết 
định chính hiệu suất của quá trình sắc ký trong kỹ thuật HPLC. 


` Thời gian lơu, (phát) ~ 


“tăng xa, Ví dụ tách HPLC của 8 chắt: 
Butylbenzen. ¿ Ấoxybenzon(2): Penybenzen (3); Octylbenzen (4) và Nonylbenzen (5). 


Sơ đồ tr 1.4 là một ví dụ đơn giản để minh họa sự tách của hai chất A và B. Theo thời 
gian, kế từ lúc, Âu nạp hỗn hợp mẫu (AB) vảo cột tách sắc ký cho đến lúc hai chất A và B được rửa. 
giải ra khỏi cột tả 

ví dụ cụ thể trong sắc đồ hình 1.5, trong phần (b), chứng ta thấy hỗn hợp mẫu có Š chất 
đều đã, tách hoàn toàn vả ứng với mỗi chất chúng ta có một pic sắc kỷ riêng biệt nhất định. Điều. 
đó la là trong quá trình sắc ký, nếu các điều kiện tách sắc ký là tốt vả phù hợp, thì mẫu có bao. 
tất cần phân tích, chúng ta phải có bấy nhiêu pic sắc ký tương ứng riêng biệt. Nhưng trong phần. 

hai chất 4 và 5 chưa được tách hoản toàn khỏi nhau. 
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1.2. CƠ SỞ LÝ THUYẾT CỦA KỸ THUẠT HPLC 


1.2.1. Khái quát quá trình tách sắc ký 


Nói chung, quá trình tách trong kỹ thuật HPLC cũng lả những quá trình tổ hợp của nhiễu 
trình vừa có tính chất hỏa học, lại vừa có cả tính chất lỷ học. Nó đà những cân bằng động xảy; 
diễn biến liễn tục trong cột sắc ký giữa pha tĩnh và pha động trong những điều kiện nhất địi 
sự vận chuyển vả. phân bố lặp đi lặp lại nhiều lần liên tục của các chất tan Xụ (hỗn hợp mẫu. 
theo từng lớp qua chất nhỗi cột (pha tĩnh) từ đầu cột tách đến cuối 
X¡ luôn luôn được phân bố lại giữa hai trong khi pha động luôn luôn chảy qua cột táclyvới một tốc. 
độ nhất định, hay gradient. Tắt nhiên kh: vận chuyển chất mẫu theo từng lớp 
tương đối trong một phạm vi nhất định nảo đó của quy luật phân bố. Vì thực tế KRó có thể phân biệt 
được dứt khoát từng vùng, từng lớp độc lập nhau trong hai pha của quá trình ký. Song chắc 
chắn rằng, trong những điều kiện sắc ký nhất định, thì chất tan Xị luôn h bê trong hai pha theo. 
những cân bằng động học, ắC lãm dömcm tụ cộieh oaN Số do tánbamr 
rửa giải ra khỏi cột tách. Vì vậy, ở đây, những quy luật cân bằng động học vẫn giúp chúng ta 
đánh giá được phần nào của mỗi chất tan sẽ đi vào pha tĩnh và phần. “vào pha động, cũng như sự 
tương tác và phân bố của chúng ra sao. Đồng thời cũng do có tính bằng động mà luôn luôn có 
sự vận chuyển của chất tan từ pha này sang pha kia và ngược lại \g ngừng trong quá trình sắc ký. 
'Nghĩa là đối với một phân tử chất tan Xụ, thì trong quá trình 'nó luôn luôn nhảy từ pha này sang. 
pha kia nhiều lần từ đầu cột đến cuối cột sắc ký. Mặt khác, cặnšyÌ cấu trúc và tính chất của mỗi phân tử 
của chất tan Xạ là khác nhau, nên tốc độ dịch chuyển. của mỗi chất tan cũng khác nhau trong, 
quá trình di chuyển đó. Khi ở trong pha động, nó chì theo tốc độ của đông pha động, còn khi ở 
trên pha tĩnh nó lại không chuyển dịch, mnả bị pha Ú lại. Như vậy là có một thời gian nhất định, 
chất tan bị giữ lại trên pha tĩnh trong cột sắc ký. 'gian chất tan bị pha tĩnh lưu giữ được quyết 
định bởi bản chất sắc ký của pha tĩnh, cũng' Íw trúc và tính chất của mỗi chất tan khác nhau. 
Đằng thời cũng phụ thuộc vào bản chất và \ phần của pha động dùng đễ rửa giải chẪt tan Xị ra 
khỏi cột sắc ký (pha tĩnh). Vì thể trong. sắc ký có chất tan bị lưu giữ lâu trong cột tách, có chất 
tan ít bị lưu giữ. Điều đó dẫn đến kết quả lằềcó quá trình tách của các chất xảy ra trong cột sắc ký, khi 
chất tan đi từ đầu cột đến cuối cột sắc RÿNếu ghi lại quá trình tách sắc ký đó của hỗn hợp chất mẫu. 
phân tích đi ra từ cột tách, chúng. một sắc đồ gồm nhiều pic. Các pic của các chất trong hỗn hợp. 
mẫu có thể tách nhau hoàn toàn, fCũng có thể còn chập vào nhau một phần, hay còn hoàn toàn chập. 
vào nhau (hình 1.5). Sắc đồ đó phản ánh quá trình tách sắc ký trong cột có tốt hay không tốt. Nếu quá 
trình tách sắc ký là tắt, th::hŠb hợp mẫu có bao nhiêu chất, trong sắc đẳ sẽ có bấy nhiêu pic riêng 
biệt không chập nhau. Nhự \Ấy, trong quá trình sắc ký, chất nào bị lưu giữ mạnh nhắt sẽ được rửa giải 
ra sau cùng, chất nào. giữ kém nhất sẽ được rửa giải ra trước tiên. Trong sắc đồ ở hình 1.5, chủng 
ta thấy chất 1 bị lưu (ém nhất và chất 5 bị lưu giữ mạnh nhất. Đồng thời ở đây hai chất 4 và 5 chưa 
ki vờ cọ) hoàn toàn, hai pic của hai chất này còn đè lên nhau một phần (phần dưới). Còn 
phần dưới 5 chẩếLW khỏi nhau hoàn toàn, ta có 5 pic riêng biệt đặc trưng cho 5 chất tan X, 


1 2ÿ đại lượng đặc trưng của HPLC 
Ất1. Các phương trình lưu giữ 
Thời gian lưu giữ 


'Các chất tan Xị trong hỗn hợp mẫu phân tích, khi được nạp vào cột sắc ký, như chúng ta đã biết, 
XQmg eui lưu giữ ở trong cột tách (trên pha tĩnh) theo một thời gian nhất định, tạụ. Đó là thời gian lưu 
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của nó trong hệ cột tách đã cho. Thời gian lưu này được tính từ lúc nạp mẫu vào cột tách sắc ký cho đến 
lúc chất tan được rửa giải ra khỏi cột ở điểm có nông độ cực đại (hình I.6). Như vậy nếu gọi tạ là thời 
gian lưu tổng cộng của chất tan X, thì chúng ta luôn có: 


tụ = (ụ + Pm) đ® 


Trong đó: 

+ t¿: Thời gian không lưu giữ (thời gian chất tan nằm trong pha động); 

+ tụ: Thời gian lưu giữ thực của chất X; ở trong cột sắc ký (ở pha tĩnh). 

Nếu t, = 0 chúng ta sẽ có tạ, = tạ. Trường hợp này chí có khi tụ là rắt nhỏ ( là khi tạ nhỏ. 
hơn 4 phút). Còn nói chung, chúng ta luôn luôn có: @ 

mí = (tạí — tạ) 42) 

'Với hai chất tan A và B kế tiếp nhau trong sắc đồ thì chúng ta có: @ 

œ = (En/t2) ‹ sẻ (13) 
và œ được gọi là thời gian lưu tương đắi của hai chất A và B, số tách của hai chất đá. Đại 
lượng œ này cảng lớn thì sự tách của hai chất A và B cảng rõ. khi đại lượng này bằng ], thì 
không có sự tách sắc ký của hai chất A và B, lúc này hai chất. nằm trong một pic sắc ký. Còn nếu 
œ gần bằng 1, thì pic sắc ký của hai chất A và B cỏ chỉ \ø đè lên nhau, nghĩa là chúng chập. 
vào nhau không thể tách thành hai pic riêng biệt đặc 'hai chất đó. 

(A) (®) 


Hình 1.6. Sơ đồ hệ thống HPLC (A) và Sắc đỗ tách (B). 


4 (A): Nguyên lý chung: (B): Giản đỏ sắc ký 4 chắt A, B, C và D. Ở đây: 
~ G: Manometer đo áp suắt pha động: 
— : Thời gian không lưu giữ; 
~ E ta te, to: Thời gian lưu giữ của các chắt A, B, C, D; 
— Wạ,, Wa: Chiều rộng đáy của pic sắc ký của chắt A và B. 
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Thời gian lưu f„ị của một chất tan trong cột sắc ký của quá trình sắc kỷ phụ thuộc vào nhiều yếu. 
tố, ví dụ như: 


+ Bản chất sắc kỷ của pha tĩnh, kích thước, độ xóp. cấu trúc xốp; 

+ Bản chất, thành phản, pH, tốc độ của pha động; &$ 

-+ Cấu tạo và bản chất của phân tử chất tan Xị, các nhóm thể; 

+ Trong một số trường hợp còn phụ thuộc cả vào pH của pha động, nồng độ chất t rác. 
các yếu tố này có ảnh hưởng đến các cân bằng động trong quá trình sắc ký. Trong sắc ký đê chất ion và 


cặp ion thì yếu tố này thể hiện rõ nét. 
Giá trị thời gian lưu tạ có ý nghĩa rất lớn trong thực tế của kỹ thuật sắc ký. vẤQỀ no ta biết các 
chất tan Xị (chất phân tích) trong hỗn hợp mẫu được rửa giải ra như thế x6 điều kiện thí 


nghiệm và một hệ pha đã chọn. Đồng thời đó cũng là đại lượng để chủng ta iiện (định tính) các 
chất trong hỗn hợp mẫu phân tích. 
Mặt khác, trong một hệ pha sắc ký chúng ta còn có: c 
tu = L/uy œ (14) 
6= L/u (15) 
t = t(+ki) (16) 
“rong đó uụ và uự là tốc độ tuyến tính của pha 3); còn kự là hệ số dung lượng của chất 
tan Xụ LẲ là chiều dài của cột sắc ký. 
đây, phương trình (1.6) cho phép ta xác đự hệ số dung lượng k,` của một chất tan ¡ qua. 
sắc đỗ, nghĩa là biết tạ và tạụ thì tính được kụ`. lại, nếu biết kụ' thì chúng ta cũng dự đoản được 


dung lượng kị' của nhiều chất đã được nghiên cứu. 


thời gian lưu tạụ của chất tan X,, vì hiện nay. 
và công bố trong các tài liệu tham khảo ( 

b) Thể tích lưu giữ 

"Thể tích lưu của một chất là qhể TỆY của pha động chảy qua cột sắc kỹ trong khoảng thời gian kể 
từ lúc mẫu được bơm vào cột cho. chất tan được rửa giải ra ở thời điểm có nồng độ cực đại (đỉnh 
pie), nghĩa là tương ứng với thờf ðfgŠ lưu tạ. Nếu chất tan không bị lưu giữ trong côt tách, thì thể tích 
a nó sẽ bằng thể tích Vay V;) của pha động chảy qua cột. Như vậy, nếu gọi F (mL/ph) là tốc độ 


lưu 
của pha động được bơm ký, thì chúng ta có: 
++ Chất không l Vụ, = Vụp = tg„E: (7) 
—. Vạẹ = Vụp = Ftu (18) 
Hay: Vụ = Veu(1+ký) (19) 
Như viế Nề phương tình (L7) ta tính được Vạø rồi từ phương tình (L8) ta lại tính được Vụ 
theo F và thờt Bfan lưu tạụ thu được trên sắc đồ sắc ký (Vu thể tích pha động trong cột tách). 


chúng ta cũng còn có thể tích cột Vạ: 


Vạ = (Vsp + Vam) (10) 
“Trong đó V, là thể tích trống toàn phẫn của cột sắc ký, Vsp là thể tích thực của pha tĩnh trong cột. 
“Ứng vì Vi F tụ, nên chúng có: 
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'Vsp =(V¿~= F.t,) q11) 
Như vậy, nhờ công thức (1.11) này chúng ta cỏ thể tính được thể tích thực Vạ; của pha tĩnh ở 


trong cột sắc ký. 
1.2.2.2. Hệ số phân bó K, và hệ số dung lượng, k,` x 


'Hệ số phân bồ K, 
Quá trình tách sắc ký của các chất tan Xụ là đựa trên cơ sở sự phân bổ của chất tan lộng 
(MP) và pha nh (SP) xảy ra liên ục trong cột tách sắc ký. Sự phân bồ nảy được đặc ới một đại 


lượng gọi là hệ số phân bố Kạ của chất X;. Hệ số này được định nghĩa là tỷ số nồng đi thất tan Xị ở, 
trong pha tĩnh và pha động và được tính theo công thức: 


Ki = CemCem, £& (12) 


“Trong đó C¡sp, và C¿up, là nồng độ của chất tan X, trong pha tĩnh và tr pha động. 

Hệ số phân bố K này cho ta biết khả năng phân bố của chất tan XÌĐÉư thể nảo trong mỗi pha 
(pha đồng và pha tĩnh). 

Hệ số dung lượng, kị` @œ 

Hệ số phân bố Kạ chưa nói lên được sức chứa (dung Ì cột tách sắc ký. Vì thế người ta 
phải đưa thêm vào hệ số dung lượng kị". Hệ số dung lượng (( eoefTicient) sẽ chỉ cho ta biết tỷ số 
khối lượng của chất tan X, phân bố vảo trong mỗi pha là ¡, nghĩa là chúng ta có: 


ký. = mẹpý mạup) (13) 
Nếu gọi tý số V„/V„„ = q, là tỷ số pha của hệ HPLC, thì chúng ta sẽ có mối quan hệ sau: 
KƑ = Kcq 14) 
Vì mụp) = Cs.Vs, mạwp = Cạ.Vạ, và một hệ pha thì q = const, nên có thể coi hệ số dung. 
lượng kị` như lả hàm số của hệ số phân. dạng hàm y = ax. 


Đó là mối quan hệ giữa hệ số. lượng ký và hệ số phân bố Kạ. Đồng thời điều này cũng nói 
lên rằng, hệ số phân bố K, là hệ số V®\ phương trình (1.14), nó nêu lên mỗi liên hệ của kự với tỷ số 
pha q. 

Mặt khác, từ các đại lượng;VSp, Vụp đã biết ở trên, chúng ta lại có: 


k^ 9 (mù — tg)/ tạ. (115) 
và K( = (ha — the) (tre (116) 
Đến đây, sắc ký và tỷ số pha q, chủng ta lại có thể dự tính được hệ số phân bố K; của. 
chất tan X, trong của điều kiện sắc ký đã chọn. 
Nếu hợp mẫu có hai chất A và B thì tương tự như trong khái niệm lưu giữ, chúng ta 
kh. -4205emảs 
œ = Kg/KA = (tạ — f2)((t4 — tạ) (17) 


vậy, từ tỷ số của hệ số dưng lượng (œ) của hai chất cũng cho ta biết khả năng tách của hai 
nhau trong một hệ pha sắc ký đã chọn là thế nảo. Ở đây khi œ khác 1 cảng nhiều thì sự tách của. 
cảng rõ rằng. 
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1.2.2.3. Tốc độ pha động. 

8) Tắc độ thẻ tích, F(mL/phủt) 

Tốc độ thể tích F được định nghĩa là số mL dung dịch pha động chảy qua cột tách trong một đ: 
vị thời gian, tức lả số mL/phút của MP. Tốc độ thẻ tích F (mL/phút) của pha động luôn có liên qu: 
tiết diện của cột tách. Mặt khác tốc độ F nảy không cho ta biết được sự di chuyển của một đĩa (l 
X¿ trong cột tách. Vì thể người ta ít đùng khái niệm nảy khí xem xét sự đi chuyển của một đĩa. 
tan trong cột tách sắc ký, mà thường dùng tốc độ tuyến tính u (cm/s). 

b) Tốc độ tuyến tính của pha động, u (mm/5) 


Trong kỹ thuật tách HPLC, khái niệm tốc độ này cho ta biết trong một đơn. gian (1 gii 
hay 1 phú0, thì pha động, hay một đĩa sắc ký của chất tan X¡ trong cột tách dịch c] bao 
em. Tốc độ này không phụ thuộc vào tiết diện của cột tách vả cũng không phị vào độ giảm áp 
trong cột tách theo chiều dài từ đầu cột đến cuối cột. Tốc độ w trung bình này đ9c tỉnh theo công thức: 
tạ = L/6 (18) 


hay ta có: & 
tạ = F/ứErm) (1:19) 


Trong đó L là chiều dài (cm), r là bản kính của cột sắc, Ùnm). E; là hệ số về độ xốp của pha 


Nà Hình 1.7. Sự cân đối của pie HPLC. 
(Gia trị A„~ = B/a). 
vậy, từ hai công thức trên, chúng ta có thể tính được giá trị của tốc độ tuyến tính uụ trong 
sắc ký đã chọn, hay giá trị Er vì: 
Er= F/(werse) (1204) 
S Er = (F.t)/(Lra.) = F(t/Va) (1209) 
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Ở đây V¿ = (L.r:.£), các giá trị tạ, F, Vạ chúng ta đã có từ các điều kiện, đữ liệu thực nghiệm và. 
sắc đỗ của quá trình sắc ký. 

Nhưng trong thực tế, giá trị E; của pha tĩnh thường đã được các hãng sản xuất chúng cho biết 
trong các catalog. Vi thể công thức (1.20b) cho phép chúng ta xác định thời gian không lưu giữ. 
tan trong hệ sắc ký đã chọn. 

1.2.2.4. Độ thắm dung môi (pha động) của pha tĩnh 


Để đánh giá một cột tách HPLC có tốt hay không, tính động học thuận nghịch .v định của 


nó, sau khi nạp, ta phải kiểm tra lại cột tách đã nạp theo ba yếu tỗ (thông số) chính sau. 

1. Số đĩa N của cột (hay chiều cao H một đĩa). 

2. Độ cân đối của pic sắc ký. & 

3. Độ thắm dung môi (pha động) của hệ pha tĩnh. 

© Theo lý thuyết thống kê và để có độ phản giải tốt, độ bắt đối xi của pic sắc ký ở hai bên 
đỉnh pie của chất Xị phải nhỏ hơn +0,1. Hệ số bắt đối xứng A. này. của độ rộng pic sắc ký ở 
nửa sau và nửa trước ở vị trí tương ứng với chiểu cao bằng 1/10 của 'cao cực đại (H„u„) (hình 1.7). 
Nếu gọi độ rộng của nửa trước pic sắc ký là a và nửa sau là b tại, fó (1/10H,„„,), chúng ta có độ bắt 
đối xứng Á„: 


421) 
ký cân đối thì hệ số A„„ = 1 là điểu kiện 


Am = (ía) 
và tỷ số (b/a) phải nằm trong vùng: (1 + 0,1). Khi p& 
tốt nhất. 


© Khác với độ cân đối của pic, độ thấm di ï (pha động) ® của một hệ pha lại cho chúng ta 
biết độ ổn định, tính cân bằng và tính lặp lại củếC$ pha đó trong quá trình sắc ký. Đồng thời cũng một 
phần nào mô tả sự diễn biến các cân bằng. phân bố của các chất trong hệ pha đó tốt hay không. 
tốt, Tắt nhiên đó chỉ là một tham số, mà th ỀẼcòn nhiều yếu tố khác ảnh hưởng đến vấn để này. 


'Theo lý thuyết động học của q\ sắc ký, chúng ta có độ thẩm pha động ® của hệ pha là: 


°= lxc- (2) 
Trong đó: 


— ty Độ nhớt của pha #ệnổ (eP); 
~ dp: Đường kính củ Ất pha ĩnh (um); 
đầu cột sắc ký (PS; 


ký được nạp tốt, thì giá trị của đại lượng ® thường nằm trong khoảng từ 700— 1100. 

và chỉnh này nói lên độ trở kháng của một hệ pha hay độ thắm dung môi của một pha tĩnh. 

trong lều kiện sắc ký đã chọn. Khi giá trị ® nhỏ hơn 600 thì cột sắc ký nảy không thể dùng để. 
Đế 'khi độ thấm của pha tĩnh là quá nhỏ thì sự lặp lại sẽ rất kém vả cân bằng phân bố của chất. 
trong tách xảy ra không tốt, sự hấp phụ và giải hấp không thuận nghịch và pic sắc ký của chất 
Xổ nhanhêh 


33 


1.2.2.5. Số đĩa và chiều cao đĩa của cột sắc ký. 


trong cột sắc ký như là một lớp chất Xị có chiều cao 
tính chất động và bề dày H của nó phụ thuộc vào nhiều yếu 
Đường kinh của hạt pha tinh, hình dạng và kiểu hạt tron hay mãnh; _ 

— Điều kiện chế tạo, độ xóp, kích thước lỗ xốp của hạt pha tĩnh; & 

— Bản chất, cấu trúc phân tử của chất tan (chất phân tích); lề 

~ Loại, tốc độ vả thảnh phần của pha động trong quá trình sắc ký; ù 

— Độ nhớt của pha động,... ' & 

— Có cả pH của pha động, nếu là sắc ký ion và cặp ion. @ 

'Vi thế với một hệ pha nhất dịnh (SP và MP) và trong men gen sắc ký đã chọn, thì 
chiều cao Hụ; cũng có những giá trị xác định ứng với các chất N©) ao Hụ¡ này được xác 
định theo công thức; 


Hạ = L/160WU/tu)” (123) 
Đây chính là chiều cao lý thuyết của một đĩa chất cột tách. Như vậy, với một cột sắc ký 

có chiều dài là L thì số đĩa lý thuyết N của cột đó sẽ là: 
N~“ ƯH ) 
Hay là N = 16Átw/w)* (125) 
Ở đây W, là chiều rộng đáy pic sắc ký €ểŸM là thời gian lưu của chất ¡ (hình 1.7). Nhưng trong, 
thực tế của quá trình sắc ký, thì số đĩa hi. ắNạy và chiều cao hiệu dụng Hạ của chất Xụ trong một 


cột sắc ký mới là đại lượng chúng ta cần bfết  Ú¡ đại lượng này mới cho ta đánh giá đúng được khá năng, 
của một cột tách và hiệu quả tách sắ: Sgeäa nó là như thế nào, tốt hay không tốt trong mỗi trường hợp 
cụ thể, Ở đây chúng ta có: lề) 


Hạ = "`. - 6)') 426) 


Và Nạ = 16 Su — t))/(WUẺ (27) 
Hay là = H(1+k/ (ý) (128) 
N4) /(Œ +)? (29) 


Hai man và (1.29) cho ta thấy, chiều cao hiệu lực Hạ của một đĩa luôn luôn lớn hơn 
chiều cao lý. H. Cũng chính vỉ vậy mà số đĩa hiệu dụng Nạx của một cột cũng luôn luôn nhỏ hơn 
số đĩa lý. . Đồng thời cũng cho ta biết các đại lượng Hạ và Nạ; luôn luôn có quan hệ với hệ số 
dung h ° của chất tan Xị (chất phân tích) trong quá trình sắc ký. Điều đó có nghĩa là trong một hệ 
pha ín và trong những điều kiện sắc ký nhất định, thì đối với mỗi chất tan Xụ, các đại lượng Hự và 

những hằng số đặc trưng cho những quá trình tách sắc kỷ của hệ pha đối với một hỗn hợp 
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Nói chung, nếu giá trị Nụ là quá nhỏ thi không có sự tách tốt của các chất, hoặc sự tách không. 
hoàn toàn, Nhưng nếu Nạy là quá lớn thì cũng không cẩn thiết. Vì khi đó pic sắc ký của các chất tách xa. 
nhau quả và việc rửa giải tốn nhiều pha động. Theo thực tế của kỹ thuật HPLC, người ta t 
rằng, trong hầu hết các hỗn hợp mẫu, giá trị của đại lượng Nạ; của một cột tách nằm trong, 
tử 5000 - 8000 là vừa đủ, cho những chất không quá phức tạp. Muỗn có được số đĩa hiệu l lự 
thể, thì phải có tỷ lệ L⁄dp thích hợp, như trong bảng 1.2. 


Bảng 1.2. Yêu cầu của tỷ lệ L/dp trong hệ pha HPLC. 


Hân hợp loại chất X, Yêu cầu L/áp phải có 
Phức tạp và khó tách. >30/000. 
Trung bình >2000É) 
“Thành phần đơn giản >U Š 


Chú giải: 

+ L¿ Chiều đài cột tách, cm; 

+ dp: Đường kính hạt pha tính (SP). 

1.2.2.6. Độ phân giải, R' 

Hai đại lượng H và N đã nói ở trên là nhữn số đặc trưng cho một loại cột tách, nhưng, 
chúng chưa chỉ rõ cho ta biết, hai chất tan A vả B ách ra khỏi nhau đến mức nào, khi nó được rửa 
giải ra khỏi cột sắc ký. Vì thế để đánh giả độ ủa các chất trong một hệ pha, người ta còn phải cần 
thêm đại lượng độ phãn giải R và nó được x theo công thức: 

Rạn = 2⁄(PgA~agjŸỒÝ, + Wa) (130) 


© 


Ở đây: 
*oc91eNdgiĐimemauhdohAue 
+ W¿ và Wạ là bề rộ: pie sắc ký của hai chất A và B. 


“Tất nhiên điều kiện, iểu vừa đủ để hai chất A và B cỏ thể tách ra khỏi nhau, theo quy luật 


phân bỗ Gauss và theo. Rayley, thì cực tiểu pic sắc kỷ của chất A nằm gần nhất là ở vị trí cực đại 
của chất B (hình L. để tách hoàn toàn rõ ràng là cực tiểu phía sau pic của B kể với cực tiểu pic. 
phía trước của A, rộng đáy của hai pic A vả B phải là: 


€YWuy> (WA +Wa) 

'Nhự ấy, nếu R cảng lớn thì pic hai chất A vả B cảng cách ra xa nhau, khi này giữa hai pie sẽ có 
một đo; Iø nền nằm ngang theo trục hoành của biểu đồ sắc ký (hình 1.8b). Song nếu đoạn đường. 
nền ¡ quá thì cũng không cần thiết. Vì như thế ta sẽ tốn nhiều dung môi (pha động) để rửa giải các. 

.. Do đồ giá trị R chỉ vừa đủ để tách hoàn toàn hai chất A và B ra khỏi nhau là tốt. Nghĩa là chỉ 
ai pie vừa tách hẳn ra khỏi nhau đứt khoát là được, tức là WAs = (W + Wa). 
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Hình 1.8a. Giản đỗ vẻ sự tách của hai pic sắc ký A v8 
) TẢi thiểu để có sự tách 2 plc; b) Đủ đỗ hai chất tách khỏi nhau; c), tách xa nhau. 


Ngược lại, khi R lớn hơn quá nhiều tổng (W+Wạ) là khôn; liết. Vì lúc này ta phải tốn 
nhiều pha động và thời gian cho việc giải hắp (rửa giải) chất thứ hai ï cột tách. Trong thực tế, nếu 
gặp trường hợp này, chúng ta phải ứng dụng quá trình rửa giải thành phần pha động (tuyến tính 
hay từng bậc, Step) để cho chất thứ hai được rửa giải ra nhanh. tem mục 1.2.9). 

Mặt khác, thời gian lưu tương đối (hệ số tách œ) củ Ít A và B là ø = ((a/tp), nên chúng tà 
có thể viết: 


R = 1⁄44(@œ~1)/e).(N,)'2 (130 

R< 1⁄4.((œ~1 )/a}-(ki/(1 + k)ÊỀM? (132) 

Các công thức nảy cho phép ta xác đị hệ số phân giải R của hệ pha đã chọn, theo các 
tham số ký, N và œ trong mỗi trường hợp cụ sự tách. Báng 1.3 sau đây là một ví dụ cho chúng ta 


biết về mối quan hệ giữa các đại lượng R,, œ 


PS Hình 1.8b. Giản đồ về sự tách của hai pic sắc ký A và B. 
kS) 8) ~R = 0,75: chưa có sự tách; b) — R = 1,0: vừa đủ để hai chắt tách được; 
©) = R= 1,B: hai chắt tách xa hẳn nhau. 
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Bảng 1.3. Môi quan hệ của R, Nạy và œ 


Giáma | “Số đĩa N„ tôi thiểu phải có ứng với R | 
c— R= 100, cần N R= 1,50, cần N & 
1,05 7.000. | 16.000 
110 3.500 11.500 t 
1/15 2700 7.300. 
125 1950 5.500 
150 1050. 3/000 


Mặt khác, cũng từ hai công thức trên, chúng ta có thể xác định được cỊ di L, cần thiết của 
một cột sắc ký, để có được độ phân giải R mong muốn theo pha ĩnh đã biết đường kính hạt dp. 
Nghĩa là: 


N = 16.R*0/(œ + 1)|.|@&` + Đ/Ÿ] ‹*Ÿ (1334) 
Hay N=H hy LENH 
L= 16.RẺ.|g/(œ + 1)|.|(kÈ + 1)/k.H (1335) 


1.2.2.7. Mối quan hệ giữa H và u' 

Từ lý thuyết đĩa, chúng ta có thể tỉnh được các 
chưa biết được mỗi quan hệ của nó với các điều kiện 
được tốc độ tối ưu của pha động chảy qua cột để cóc 
huết khi chúng ta ng dụng lý th độ cho. 

ỉ kerblxprbrfrra die... 
đại lượng H và u (hình 1.9). 
Nói chung chiều cao H của một đĩa chất phụ thuộc rất rõ rệt vào tốc độ của pha động chảy. 


N, H của một hệ cột sắc ký, Nhưng. 
, ví dụ như khi nào và làm sao để xác định 
quả tách tốt nhất. Vấn để này chỉ được giải 
Ở đây phương trình Van Deemton chỉ cho ta 
của pha động. Đó chính là mỗi quan hệ giữa hai 


qua cột sắc ký trong quá trình rửa giải |L tan. Quan hệ này, trong một mức độ nhất định, nó được. 
mô tả bởi phương trình thực nghiệm Vẹ Re đây: 
H=A + _. + CS (134) 
Hay: —. hạ + Hy + HẠ 


ễ Hinh 1.9a. Đường cong Van Deemton (H - u). 


.H: Chiều cao (bễ dày) của đĩa; u: Tốc độ tuyến tính của pha động. 
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Như vậy, phương trình thực nghiệm (1.34) nảy gồm có bốn thảnh phần đóng góp vào chiều cao. 
Hạ toàn phần của một đĩa sắc ký. Trong đó: 

'Thành phần H; chỉ ra quan hệ chiều cao của một đĩa phụ thuộc vào đường kính đp hạt pha ti 
trong cột tách và nó được xác định theo công thức: 


Hị = 22.dp Ky 

Hệ số 3. được gọi là hệ số nạp cột, theo các kết quả thực nghiệm, nếu cột được nạp tối số 

luôn luôn bằng 1,50. Như vậy, ta thấy Hị được quyết định và phụ thuộc tuyến tính vào, tước hạt 
cáp (đường kính) của hạt pha tĩnh, hình 1.9b. 

'TThành phần H;: H; = B/u. Trong quá trình sắc ký, nếu tốc độ pha động IX€ÿ > 0,5 mL/ph, thì 

chúng ta có: 

B = 0yDm) @®) 

Ta ph nh dị mon Bế hôm ng ảa Hé) `. 

động theo hướng chiều dài của cột. Còn y là một hằng số đặc trưng. khuếch tán của chất trong. 


một đơn vị thời gian và trong điều kiện cột nạp tốt thi giá trị y hằu 1. Như vậy thành phần Hạ 
sẽ là? 

Hạ = (2y.D„)u () 

'Thành phần Hạ: Ngoài hai yếu tố trên, trong q\ sắc kỷ còn có quá trình khuếch tán của. 

chất tan (sự di chuyển) từ pha tĩnh ra pha động và ¡. Vì thế xuất hiện thành phần thứ ba Hạ, nó 

bổ sung thêm vào chiều cao của đĩa. Đó chính là „ Trong những điều kiện thực nghiệm nhất 


định, hệ số này cũng là một hằng số, nó phụ thô Qbà yêu vào kích thước bạt pha nh và hệ số khuếch 
tán Df, theo phương trình; 
Ca = @(dp/D^ 4) 
Ở đây ọ là một hệ số thực nghiễÿy nó được quyết định bởi hệ số dung lượng kị` của chất tan 
Xụ, giá trị của nó nằm trong vùng 17 — 1,00 và trong hầu hết các trường hợp nó thường bằng 
070. 
+, 
Thành phần Hạ: ba thành phần chính đã nêu, thành phần thứ tư, Hạ cũng đóng góp 
thêm một Ít vào chiều cao củi , nhưng thành phần này là rắt nhỏ và hệ số Cs chính lả đặc trưng của 
thành phần này. Nó mô: ữ chuyển động khối của chất tan ở trong pha fĩnh. 'Vì vậy trong hầu hết các 
trường hợp, khi mà mL/ph, thì thành phẩn Hạ này hằu như gần bằng 0 (nhỏ hơn 0,2% H tổng), 
nghĩa là quá nhỏ ba thành phẩn trên. Do đồ trong thực tế người ta thường bỏ qua Hạ. Chỉ trong 


những trường, độ pha động F nhỏ hơn 0,5 mlLph, thì mới phải chủ ÿ đến giá trị đông góp của 
'Hạ vào chí -H chung của đĩa. Lúc này chúng ta có: 
€ = kp/D, () 


ng đó: p là tỷ khối của pha tĩnh; D's là hệ số khuếch tán của chất tan X; trong pha tĩnh; k lả. 
\g số phụ thuộc vào điều kiện nạp cột và trong thực tế nó thường nhỏ hơn 2. 
Như vậy, từ các nghiên cứu về các yếu tố thành phần đóng góp vào chiều cao Hụ, của một đĩa, 
chúng ta có thể viết: 
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Hạ, =2.3.dp +2y.Đ'2/u +o.(dp) u/D„` + kpŠu/D,` (135) 
(H)  (H;) (H) (H) 
Nhưng nếu bỏ thành phần thứ tư, H; (vì quá nhỏ), chúng ta có: 


Hạ, =22.dp + 2.DV/2/u + @(dp) u/Ð„" 6) 
Phương trình (1.36) cho ta biết mối quan hệ giữa chiều cao Hạ„ của một đĩa và tốc. iên tính 
của pha động u. Nếu biểu thị các đường biểu diễn tổng cộng trong quan hệ của H với túng ta có 
được các đường như trong hình 1.9a và vỉ dụ trong hình 1.9b. Đó là đường cong Van " 
'Từ đường biểu diễn mối quan hệ H ~ u trong đỗ thị này chúng ta thấy, vớ tuyến tính u 
biến thiên: 


+ Từ 0 đến uạ, khi u tăng, sẽ làm giảm H,„ đến giá trị cực tiểu Hạ. 

+ Còn khi u > ưu, thì khi u tăng, sẽ đưa đến kết quả lảm tăng giá ÌQm n... Nghĩa là sau uy thì 
Hạ luôn luôn lớn hơn Họ. ps) 

Do đó, giá trị tốc độ uạ này được gọi là tốc độ tối ưu của. 
chọn và tương ứng với uạ ta có giá trị Hạ. Trong điều kiện này 
'Nghĩa là hiệu suất tách của cột tách là cao nhất ứng với các đị 

Đến đây, theo phương trình (1.36), chúng ta thấy, 
thuộc rất phức tạp vào tốc độ tuyến tính u của pha đội 
lệ thuận (thành phần thứ ba). Đồi với kích thước hại 
hai (thành phần thứ ba). Đồng thời cũng liên 
trong pha động (MP). 

Mặt khác, cũng theo phương trình. mũ cao nhất của kích thước hạt pha tĩnh dp bằng 2. 
"Nhưng theo thực nghiệm với các cỡ hạt pÌỀềÌĩnh (SP) có đp nhỏ hơn 7 um, thì số mũ đó cao nhất chỉ 
đến bằng 1,82. Nói chung, với cỡ hạt lg từ 3 ~ 7 m thì nó sẽ là từ 1,65 — 1,82, còn với cỡ hạt 
đường kính lớn hơn (12 - 15 um). AC nh doi bằng 2,2, Do đó chủng ta có thể viết phương trình 
Van Deemton như sau: 

H= 3⁄dp +'(Ở.D„)/u + ((,047.0.)/ Dạ (1374) 


Nhưng trong điều kiện lùa tốc độ tuyến tính tạ tối tru, nghĩa là: 


“ 
N2(Ð„)`/@(dp)” = (625D„V/dp (137b) 


vợ trong điều kiện sắc kỷ đã 
số đĩa N của cột sắc ký lớn nhất. 
sắc ký đã chọn. 

(cao Hạ, của một đĩa trong cột tách phụ 
tỷ lệ nghịch (thành phần thứ hai) lại vừa tỷ 
'nh, vừa bậc nhất (thành phần thứ nhất) và bậc 
chẽ với hệ số khuếch tắn D'„ của chất tan X, 


nên chứng ta e‹ viết chiều cao Hạ„ gần đúng như sau đối với các chất nhồi có đường kính cỡ hạt 
từ 5 — 7 mier Điều này giúp chúng ta có thể tính nhanh được số đĩa N.y của một cột tách. 
Hụu — (ép +0-34dp + 0,3dp) — 3,7dp (38) 


vậy, nếu đường kính hạt chất nhồi (pha nh) nhỏ hơn 7 um, thì công thức (1.38) này giúp 
chú ta tính nhanh được chiều cao H của một đĩa vả số đĩa lý thuyết của một cột sắc ký theo đường 
ịt của pha tĩnh dp đã biết (đã chọn). Tắt nhiên đó là tính gần đúng, để giúp chúng ta dự đoán về 

hăng tách của một loại cột sắc ký đã chọn có sử dụng được cho mục đích đặt ra không. 


39 


WEP(m) 


Hinh 1.9b. Đường cong Van Deemton (H ~ u) và SP. 
Đồng thời khi đường kính hạt pha tĩnh nhỏ, chúng ta có một ÑŠy của tốc độ u xắp xỉ bằng u 


(hình 1.9b). Điều này rất có ý nghĩa trong thực tế phân tích. Vì ¡ ta luôn mong muốn chế tạo. 
được pha tính có cỡ hạt dp cảng nhỏ càng tốt. Đây lả định hướn; phát triển HPLC lên UHPLC. 

Đến nay, nhiều kết quả thực nghiệm cho thấy rải lường kính hạt chất nhồi (pha tĩnh) 
nhỏ hơn 8 jum thì chiều cao đĩa lý thuyết H chí nằm từ 2,8 đếm 3,5 dp của hạt pha tĩnh. 
Chính vì vậy mà hiện nay người ta chỉ chế tạo các hại h có đường kính nhỏ từ 3 đến 5 jim cho. 
'HPLC và chiều đài cột tách chỉ cằn đưới 20 em lí tư thế sẽ tiết kiệm được dung môi và thời 
gian chạy sắc ký. ® 

1.2.2.8. Độ phát hiện của chắt, L 

Độ phát hiện (giá trị LOD, Limiti ) của một chất trong một hệ pha đã chọn phụ thuộc 
vào nhiều yếu tổ của quá trình sắc ký, 


* Thịt ha ong nỗi 0ẠCẤy ch den 

+ Tỉnh chất và các thông số đầ trưng của pha tĩnh; 

+ Tính chất và thành 'Êủa pha động, (có khi cả giá trị pH); 

+ Tốc độ của pha độổÿyÀ kỹ thuật rửa giải; 

-+ Độ nhạy phát Hiện của detector và các đặc trưng của nó; 

+ Hệ thống. fồng dẫn (từ van nạp mẫu đến FlowCell của đetector); 

+ Tính cl chất phân tích đối với kỹ thuật phát hiện; 

+ Thiếếbj để ghỉ đo tín hiệu của chất phân tích. 

Cáế này đều có ảnh hướng trong những mức độ khác nhau đến độ phát hiện LOD của một 
chất pl Xụ. Như vậy, nếu ta chọn được các yếu tố trên ở điều kiện phủ hợp nhất, thì chúng ta sẽ 
điểm và độ phát hiện tốt nhất, lúc nảy độ phát hiện chỉ còn do bản chất của chất phân tích X; quyết 
điÑfÔnài thôi. 


S 
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Do thực tế trên, nên khi nói đến giới hạn phát hiện của một chất trong kỳ thuật phân tích HPLC, 
phải luôn luôn. ê ẻ iệm nhất định của hệ pha HPLC và với các loại trang. 


liền với những điều kiện 


thiết bị đã dùng để phát hiện và xác định nó, 

Nỗi về giới hạn phát hiện của một chất, trong kỹ thuật sắc ký lỏng hiệu suất cao (HPLC) SIã 
ta thường sứ dụng hai khái niệm: 

1, Giới hạn nồng độ (độ nhạy nồng độ). £ 

Là nềng độ nhỏ nhất của chất tan ; trong dung dịch mẫu bơm vào cột tách sắc ký để còn thu 
được tín hiệu sắc ký của nó, ví dụ chiều cao pic H phải bằng ba lần dao động của tín ; nghĩa là 


phải có: lê» 
He„y > 3ôn & ` (139) 
"Trong đó ổn là độ đao động của tín hiệu nền (hình 1.10). 
2. Giới hạn tuyệt đối (độ nhạy tuyệt đối) © 
Là khếi lượng nhỏ nhất của chất phân tích Xị (tức lả lượng chất so cần phải nạp vào cột 
tách sắc ký để cũng thu được tín hiệu sắc ký thỏa mãn điều kiện như lức (1.39). 


'Trong hai khái niệm này, trong thực tế phân tích, khái níi nhạy nồng độ được sử dụng phổ. 


biến hơn. Vì đùng đại lượng độ nhạy nồng độ người ta dễ độ phát hiện của các chất trong. 
điều kiện đã chọn mà không cẩn phải tính ra lượng gam 
(@®) ®) 


z 
(phút) 


Quan hệ giữa tín hiệu nên và giới hạn phát hiện. 
(a)~ Dạng pic sắc kỷ chắt; (b) ~ Dạng tín hiệu nên. 


độ chất tan trong pic sắc ký 
Tr trình sắc ký, nếu ta nạp vảo cột tách một thể tích mẫu là Vạ mL có nồng độ C¡, thì 
lượng c tích Q¡ được nạp vào cột tách đó sẽ là: 
Q= VsCs (140) 
'00S9020000n000S0N001 
€ se = Q/:)(6v/)'2] d4) 
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Trong đó Øv, là độ lệch chuẩn theo thể tích của chất tan Xị (chất phân tích). 
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Đồng thời biểu thức (1.41) cũng cho ta thấy, nỗng độ cực đại của chất tan được rửa giải ra là tỷ 
lệ nghịch với độ lệch chuẩn (2vi)''°. Nghĩa lả khi độ lệch chuẩn giảm, thì giá trị C¡mạ, SẼ tăng; tức là 
chất tan ít bị pha loãng trong quá trình sắc ký, kể tử lúc nó được nạp vảo ở đầu cột sắc ký cho đến l 
nó được rửa giải ra khỏi cột sắc ký và ta có pic sắc ký của chất gọn (độ rộng pic nhỏ). Đó chín 
điều mả trong thực tế chủng ta luôn luôn mong muốn. Bởi vi yếu tố pha loãng lớn khi chạy sắc 
làm đoãng pic sắc ký nhiều và điều này sẽ ảnh hưởng đến khã năng tách của các chất, vi khi 

' 'Hự lớn (hình 1.10). 
Mặt khác, nếu gọi V„„„ mL là thể tích rửa giải của pha động ứng với thời điểm cu của 


chất phân tích được rửa giải ra thì chúng ta có: 
Clme = (C2/Vay). (Ng/2n) ở (142) 
Trong đó: @ 
+ Nạc Số đĩa hiệu dụng của cột tách; Q 


+ C¿; Nồng độ của chất tan Xị (mol/L) được nạp vào vòng mẫu. S 
Còn ứng với thể ch rửa giải V, míẴ bắt kỳ của pha động rửa giHep \g độ chất tan tại thời điểm 


ty nào đó sẽ được tính như Sau: ^Ề 
Cwy = Cmeexp [(Ne/2).(Ve«— V.) 1(V»„@V3Ÿ HT (143) 
Đây là biểu thức để tính nồng độ của chất X; được rửa #ÌẤ fa tại một thời điểm ty bắt kỳ nào của 

pic sắc ký. 


'Tắt nhiên, nồng độ chất tan X phân bổ trong ph 
bố Langmuir tuyến tính và cả không tuyến tính, tủy 
phân bố xảy ra theo ba dạng, tùy thuộc nào nồng ổ 


ø và trong pha nh tuân theo quy luật phân 
của nó lả lớn hay nhỏ (hình L.11). Ở đây sự 


Q Hình 1.11. Phân bó nồng độ chắt tan. 
&@ .Đường L: Phân bồ tuyến tính và pic sắc ký cân đối; 

Đường NL1: Phân bó không tuyến tính (dạng lõm); 
n Đường NL2: Phân bố không tuyến tính (dạng lỏ). 


đẤđỀ, bai trường hợp NHI và NH2, pie sắc ký bị doäng phía trước (NH1) và phía sau (NL2). 
chất cảng lớn thì mức độ doãng pic cảng nhiều. Tức là độ rộng pic sắc ký tăng và chiều cao Hạ 
“(nghĩa là số đĩa Nạr cảng giảm), hiệu quả tách kém khi mức độ phân bố không tuyến tính cao. 


Lý thuyết và thực nghiệm chỉ ra rằng: 


Kiểu đẳng nhiệt tuyến tính (đường L). 
"Trường hợp này là hiếm có, đó lả trưởng hợp lý tưởng vả trong thực tế chỉ có được ở vùng nồng. 
độ chất tan Xã, rất nhỏ được nạp vào cột tách. Trong trưởng hợp này thì k` = 
hệ số phân bố Kị chính là hệ số góc của đường L, biểu diễn quan hệ giữa hệ số á dụng lượng kệ v 


Ẫ ỗi nhan. Vì thể trong phân tích nên 
nồng độ nhỏ này để có được sự tách là tốt nhất và các pic sắc ký gọn đẹp và cân đối. 

Kiểu không tuyến tính 

"Ngược lại trường hợp đường L, trong thực tế thường xảy ra như trong bai đ 
NL2. Các trường hợp này pic sắc ký sẽ không cân đối và mức độ không cân đối 
tan, nồng độ của nó cũng như điều kiện sắc ký đã được chọn. Trong thực tế cửẾ }PLC, người ta thấy 
phái chấp nhận độ không cân đối 10% (tức là A„= 1 + 0,1) và nạp. lượng đủ lớn đề có thể xác 
định tốt được các chất ở nồng độ nhỏ. 

Chính vì thế, muốn có hiệu quả tách tốt nhất, một trong các đi: “cần thiết là không nên nạp. 
lượng mu quá lớn vào cột tích sắc ký, để đầm bảo sự phân bồ chỉ hạ pha HPLC đã chọn luôn 
tuân theo gần như (Langmuir) tuyến tính. 


1.2.2.10. Độ lệch chuẩn. 
Độ lệch chuẩn là một đại lượng đặc trưng cho một, ký và một quá trình tách sắc ký của. 


chất Xị trong một hỗn hợp chất. Theo quy luật phân ÿ độ lệch chuẩn này được xác định bởi bề 
rộng của pic sắc ký ứng với 0,607 chiểu cao của pic sắ: đại, Hạ (hình 1.12). 
Theo một hướng trục z; nảo đó thì chúng ta 


ôm =ýH-z, 


Trong đó H là chiều cao lý thuyết 


(144) 


4 vu 


PS Hình 1.12. Mô tả độ lệch chuẩn của pic sắc ký. 
Hư«‹c Chiều cao lớn nhắt của pic; ö: Độ lệch chuẩn. 
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Như vậy, tương ứng với các đại lượng lưu giữ, ở đây chúng ta sẽ có độ lệch chuẩn theo thời gian 
ðt và độ lệch chuẩn theo thể tích 2v. Đồng thời độ lệch chuẩn theo thời gian được biểu thị như sau: 


&t = 0/8 (149% 
hay 
a = \jLTH.t„ Xã 


Còn độ lệch chuẩn theo đơn vị thể tích sẽ là: 
& «= VN G*. q4 


Nhog tư dự cuy tớ th in a0 đột on hết gradient, mà 
chỉ phủ hợp cho các quá trình rửa giải với pha động không đổi suốt trong quá (Nụ ty sắc ký. 


1,2.2.11. Sự mở rộng của ple sắc ký * 

Độ rộng của pic ngoài được các yếu tố và điều kiện tách. ký quyết định, nó còn có. 
sự đóng góp của các yếu tố khác trong toàn bộ hệ thống HPLC lảm. thêm. Ví dụ như: 

+ Van bơm mẫu; 


+ Hệ thống ống dẫn từ van bơm mẫu đến detector; 
+ FlowCell của detector, 


+ Nhiệt độ cột tách. 
'Như vậy, độ rộng tổng cộng của pic sắc ký 
ÔN = mg + Ø4. + so +ới (14?) 
(A) () ®) 


Ở đây có 4 thành phần (A), (B), (CÿxYÐ), trong đó: 

~ (A); Độ mở rộng pic sắc ký do N yêu tố van bơm mẫu, 
: Do cột tách; 

~(C): Do đetector, No 

~(Đ): Do đường dẫn 


"Trong đó các thành 
được loại trừ, hoặc cl 


(A), (C), (D) chúng ta không mong muốn, nhưng thực tế có và nó phải 
điều kiện sắc ký phù hợp nhất để nó không đổi, ở giá trị nhỏ nhất và lâm. 
sao cho tổng của ba này không được phép bằng 15% độ rộng tổng Øạ„... Có như thế chúng ta mới 
có hiệu suất tách pc sắc ký mới phản ánh đúng quá trình tách trong cột sắc ký. Nói chung, tốt 
nhất phải bảo. cho ba thành phẩn phụ này không được chiếm lớn hơn 10% tổng độ rộng của pic. 
Sau túng ta sẽ xem xét mối yếu tổ đó. 
Vị mẫu 
rộng pic ở đây là do vòng chứa mẫu và đường ống dẫn mẫu từ van vào đến đầu cột tách. 
là yếu tố xác định, ta không thay đổi được. Vì thế đường ống dẫn phải cảng ngắn cảng tốt và 
n dùng 10 cm. Nói chung, khi thể tích mẫu nhỏ hơn 20 uL và đoạn đường dẫn này nhỏ hơn 10 cm. 
'yêu tố (A) gần như bằng 0. Nhưng khi thể tích mẫu Vs tăng thì thành phẫn (A) cũng tăng theo 
113), 


Đường ống dẫn 

Củng với van bơm mẫu, khi tổng đường ống dẫn mẫu trong hệ máy HPLC cảng dải thì nỏ cảng. 
đóng góp nhiều vào sự mở rộng độ lệch chuẩn của pic sắc kỷ (hỉnh 1.14). Lúc này pic sắc ký bị biển dạ 
cảng lớn, sự mắt ân đối tăng, khi vùng mẫu phải chây qua một đường ông dài. Vì thể các đường ôi 
trong hệ thông HPLC (tử van bơm mẫu đến FlowCeil của deiector) phải ngắn vả cảng ngôn cảng t6 3òdg, 
thời các ống dẫn phải có cùng đường kính trong. Nên chọn tổng chiều dài đường dẫn mẫu dưới 4 


Hình 1.14. Sự mờ fệ)S pic sắc ký do đường dẫn gây ra. 
Đường dẫn L a là ty lớn, pic sắc kỳ bị mờ rộng nhiêu. 
FiewCel càadeedor  „CỒ 
“Thành phần sau cùng là FÌÖwWCell của detector (C). Thành phần này chúng ta không thay đổi 
được, nó đã được tối ưu hóa bế Ếãc hãng chế tạo máy HPLC sao cho ở mức độ nhỏ nhất cho phép. Như 
vậy đối với chúng ta là chỉ tiêu chuẩn hóa hai thảnh phần (A) và (D) để có được sự tách tốt nhất 
trong hệ pha và máy sắc ký⁄đhš chọn. 


Nhưng tron; lĩch lượng vết, chúng ta thường phải bơm thể tích mẫu Vs tương đối lớn để. 
tăng độ phát hiện. L. Vì thế phải chọn giá trị Vs lớn, nhưng phải làm sao cho thảnh phần (A) vẫn 
nhỏ hơn 10% tổng, Nghĩa là Vs không nằm trong vùng quá dốc của đường (A) trong hình 1.13. 
Lúc này độ lt fuẩn được tính theo công thị 


(Bv) = s” + K;(Vạ)” (148) 


XỀỀN đó K; là một hằng số thực nghiệm, nó nằm trong khoảng từ .0.35 ~ 1,00. Ví dụ: với hệ cột 
thước 150 mm * 4 mm, hệ số dung lượng k;' = (2 - 3) và Kạ = 1 thì giá trị Vs có thể đến 50 Hi, 
Thu được độ mở rộng pic nhỏ hơn giới hạn cho phép. 
Mặt khác, chúng ta cũng phải luôn luôn nhớ rằng, khi độ mở rộng pic tăng, thì nồng độ rửa giải 
của chất tại thời gian lưu tạụ sẽ bị giảm, điều này được giải thích theo công thức: 
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4 Hình 1.15. Mô tả thời gian không lưu giữ t, (tu. 


` ......Â (149) 


Trong đó Q, = Vạ.C; là lượng mẫu được nạp vào cột tách. Như vậy, trong quá trình chạy sắc kỷ, 

chất tan X¿ luôn luôn bị pha loäng và độ pha loãng đó được tính theo công thức: 
K = Vy(Gr)'2.8u] 

'Nhiều kết quả thực nghiệm cho thấy rằng, nếu Vs nằm trong khoảng rừ 0,5 ~ 0,7.Vạ (vớ 
tích tối đa cho phép nạp vào cột tách), thì hệ số pha loằng mẫu F trong quá trình chạy sắt 
nằm trong vùng từ 2,5 - 3,0 lẳn. Đỏ là điều kiện binh thường và tất nhiên trong quá trì 
chúng ta phải luôn cố gắng chọn các điều kiện phù hợp để giá trị hệ số pha loăng F 
nói trên, hoặc nhỏ hơn thì càng tốt. Vì nếu không chúng ta sẽ làm giảm độ nhạy. 


1.2.2.12. Thời gian không lưu giữ, t, 

"Trong quá trình sắc ký, các quá trình hóa học, hóa lý xảy ra trong cết ch là những quá trình, 
những cân bằng động giữa chất tan X: với pha đông (MP) và pha tĩnh (SP)ÄĐ# là những quá trình phức 
tạp, xảy ra đồng thời với nhau và luôn luôn có những ảnh hưởng tươn/ nhau kể từ lúc chất mẫu 
được nạp vào cột tích cho đến lúc chúng được rửa giải ra khỏi cột táqPS, 

Khi mẫu đã được nạp vào cột tách và trong quá trình sắc, tt phẩn tử (ion hay phân tử) của 
chất tan X; luôn luôn nhảy từ pha tĩnh vào pha động và ¡)Xế từ đầu cột đến cuối cột tách. Như 
thế, trong suốt thời gian lưu tạụ của nó ở trong cột tách, *L tan Xị đã có hàng nghìn lần bị pha 
tĩnh hấp thụ, rồi lại bị rửa vào pha động cùng với sự chuyỂŸxiịch của pha động từ đầu cột tách đến cuối 
cột tách. Trong quá trình đó, có lúc chất tan Xạ bị pha , tức là lúc nó bị pha tĩnh hắp thụ và đứng. 
yên, nhưng có lúc chất tan Xụ lại tan trong pha động. ky nó chuyển động theo pha động và không bị 
lưu giữ. Như thế, thời gian chất tan bị lưu giữ thực pha tĩnh, tức là ở trong cột sắc ký: 


PS (tá — G) © (150) 


Ở đây t, được gọi là thời giam dữ của chất tan, đây chính là thời gian chất tan Xị ở 
trong pha động. Còn giá trị tạ được lan lưu giữ thực của chất tan Xụ trong cột tách. Hình 
1.15 mình họa cho chúng ta điều này. 
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"Như vậy, trong mỗi hệ pha, thời gian không lưu giữ t„ của chất tan là khác nhau. Với một pha tĩnh 
nhất định, tạ chỉ phụ thuộc vào thành phần và tốc độ của pha động. Từ những nghiên cứu thực nghiệm, 
người ta thấy rằng, rong các hệ pha có thời gian lưu của chất tan X;, không lớn lắm (nhỏ hơn 4 phút), 
gi trị của lQ là rất nhỏ, nó gần bằng 0, Với một bệ pha đã chọn và trong các điều kiện nhất định, gử 
của tạ là như nhau cho tắt cả các chất tan trong hỗn hợp mẫu đó. ts này đặc trưng cho. 
kiến sắc ký nhất định và nó chỉ thay đổi khi thành phẩn và tốc đô pha đông thay dồi. 

Việc xác định giá trị không lưu giữ t„ là một việc hết sức phức tạp và khó khăn. Nó, 
só các trang bị đặc biệt. Đến nay có nhiều phương pháp khác nhau để xác định giá trị 
lưu giữ tạ, nhưng chưa có một phương pháp nào phủ hợp nhất và cho kết quả chính xá: 
pha. Tắt cả chỉ là xác định gắn đúng.. 

'Hơn nữa, trong thực tế của sự tách sắc ký, thời gian không lưu giữ này nghĩa và cũng. 
không ảnh hưởng đến kết quả tách sắc kỷ một hỗn hợp mẫu chất X,. Vì thế, ng trường hợp cần 


thiết, người ta mới thường xác định giả trị tạ nảy bằng thực nghiệm, nhờ tan không bị lưu giữ. 
trong hệ pha đó. Vi dụ: trong các sắc ký hệ pha ngược của chất nhòjaĂ C8 và C18, pha động là 
(MeOH + H;O) hay (CH;OCN + H;O) thì người ta thường chọn Umsj Vì trong các hệ pha này chất 
Urasil không bị pha tĩnh hấp phụ, nó chảy ra khỏi cột tách cùng vớf-Èh# động từ khi được nạp vào cột 
tách. Vì thế thời gian lưu của nó chính là giá trị tạ của hệ sắc rà cũng là giá trị tụ của pha động. 
trong hệ pha sắc ký đó, 


Trong nghiên cửu khoa học, nghiên cứu lý thuy: 
không lưu giữ tạ là để giúp ta xem xét chuẩn đoán tính 
nhau, trong các điều kiện sắc ký khác nhau của nghỉ. 
tích, việc xác định giá trị tạ là không cần thiết và m 

Từ tắt cả các điều và thông số của HPI 
bảng 1.4 sau đây 


lĩa của việc xác định giá trị thời gian 
lưu giữ của các chất trong các hệ pha khác 
các vấn để lý thuyết sắc ký. Còn trong phân. 
cũng không cần làm. 


nói ở trên, chúng ta có thể tổng kết lại như trong. 


Bảng 14. Bảng tóm Ìễt các thông số đặc trưng trong HPLC 


STT Ị Công thức 
1 Si đg` “(RẺ — tạ) 
trẻ= [16./R).RJ/a[e( —ĐŸ. [(I#k'/Œ`)|Ê 
2 = độ xằm Vụ= F.tu 
3 1 uyễn tính của MP, u (mn/ph) | u=1⁄/tw = E.{ (1)/(r.£2Ắ 5)| 
4 đụng lượng, ` kị = (~ ty 
§ số phân bồ, K, Kị= ki (VmfVer) 
6 lệ số chọn lọc, õ á= [fn)a= t.)/ [(a), = tại 
Độ phân giải, R R=2.|(b)s- (ta)al/(Wa= Wu) 
Số đĩa lý thuyết, N N=16.(tg)”/(W)” 
9 Số đĩa hiệu dụng, Nạc Nạ=N.[Œ&)3Œ + kỉ) ] 
4: Chiều cao đĩa lý thuyết H=UN 
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Bảng 1.4. Bảng tóm tắt các thông số đặc trưng trong HPLC (tiếp) 


S7T Đại lượng Cổng thức 
En Chiều cao đĩa hiệu dụng Hạ =NẶ 
12 'Nồng độ chất ở đỉnh píc. Ciwas = (Co/Vụ,,). (N/2n)®Ẽ 


l3 Hệ số thắm MP. 


®= [tu.(dp)“.2.PI/I(L)ˆ.n] 


14 Độ cân đối pic, A» 


15 Tỷ số pha, q 


16 | Quanhệ:K, kỳ vàq 


17 Hệ số dung lượng, k”` 


18 "Thể tích SP trong cột, Vsp Vy =( Vy ~ F.tu) 

19 “Thể tích MP trong cột,Vụz | Vwr= (dt) ` 
20 Thể tích cột tách, Vạ. 'Vạ= ( Vẹp + Vum), S 
21 Hệ số phân bỏ, K, Ki = Cusm/ 

1 Hệ số tách hai chất A&B œ= tt 


1.2.3. Pha tĩnh trong HPLC 


1.2.3.1. Các loại pha tĩnh và chắt nền 
1.2 3,1,1. Các loại pha tĩnh của HPLC. 
a) Cúc loại pha tĩnh của HPLC. 


ch tin náoghỆC em eo ng ba le 


cao (HPLC) chính là chất nhỏi cột để l 


liệm vụ tách sắc ký một hỗn hợp chất phân tích. Nó là 


những chất rắn, xốp và kích thước, , đường kính cỡ hạt từ 5 ~ 7 micromet (um), diện tích bề 
mặt riêng thường từ 100 - 250 m°/ 


Pha tĩnh trong HPLC là 
mẫu phân tích và căn cứ thị 
chia nó ra làm nhiễu loại, 
với mỗi loại chất pha 
các loại sắc ký: 


a.1) Sắc phụ, có hai loại: 


tổ quan trọng quyết định sự tách sắc ký của một hỗn hợp chất 

chất chính của quá trình sắc ký của pha tĩnh trong cột tách, người ta 
pha tĩnh loại hắp phụ, phân bố, trao đổi ion và rây phân tử. Tương ứng 
“như thế, người ta có một loại sắc ký riêng trong kỹ thuật tách HPLC. Đó là 


+HÍI thường (NP-HPLC); 
-đm pha ngược (RP-HPLC). 
4@ ký trao đổi ion và cặp ion (IEx-HPLC & IPEx-HPLC). 


S 
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3) Sắc ký phân bố (chiết) P-HPLC. 
a.4) Sắc ký rây (sảng lọc) phân tứ theo độ lớn (GE-HPLC hay SEC). 


Sau đây chúng ta sẽ xem xét từng loại pha tĩnh. 
a.1) Sắc ký hấp phụ 
Trong loại này có hai hướng ngược nhau dựa theo bản chất của sự tương tác hấp phụ của pha #© 


(SP), đó là pha tĩnh của sắc ký: 
+ Hắp phụ pha thường (NP-), pha tĩnh có bễ mặt phân cực. _ 
+ Hắp phụ pha ngược (RP-), pha tĩnh cỏ bề mặt ít hay không phân cực. 
'Bản chất chính của sự tách trong loại sắc ký này là dựa trên tỉnh chất hấp phụ vất của pha 


tĩnh xếp, Cơ chế tách là cơ chế hấp phụ. Vì thế tất cả các tính chất động học hấpG)ù của bể mặt 
pha tĩnh đều có ảnh hưởng đến kết quả tách sắc ký một hỗn hợp chất mẫu và. quy luật hấp 
phụ động học. 

Pha tĩnh của loại sắc ký này được chế tạo chủ yếu trên nền silica ( '80%4), sau đó là oxit 
nhôm (chỉ 15%), rồi đến polyme hữu cơ. 

Tiêu biểu cho loại pha tĩnh thường, NP-HPLC có Silica LiChi 
Siliea Hypersil của Shaldown (USA). Còn đại điện cho loại RP-] 
C18 của Merek, Waters, hay Siliea Hypersil của Shaldown (USA) 

a.2) SẮc ký trao đối ion và cặp lon 

4.2.1) Loại trao đối ion (cation và anion) 

Pha tĩnh loại này cũng có bề mặt phân cực. Vì 
(CNO;Na, hay ~SOyNa, hoặc ~COONa). Đó là loại 
nhỏm chứa trao đối anion là ~(CH\)-NH;CI, ~(( 
trong cột tách là sự trao đối ion (cation, hay ani 


Merck (CHLB Đức), hay. 
Silica Lichrosoft RP C§ và 


BÊ mặt có các nhóm chức trao đổi ion axiL 
catlon. Còn với loại trao đổi anlon, có các 
I;OH, hay (CH;)¿NCI. Ở đây cơ chế chính ở' 
lừa những íon chất tan Xụ trong hỗn hợp mẫu (chất 
phân tích) và các ion đối (ion trao đổi) của ph 'Vì vậy ở đây các tính chất của cân bằng trao đổi ion 
là bản chất của sự tách, nó quyết định và ảnh hồng đến kết quả tách. 

Pha tĩnh của loại sắc ký này. đực chế tạo chủ yếu trên nền siliea (chiếm 80%), sau đó đến 
polyme hữu cơ (20%). 

4.3.3) Loại trao đỗi cặp 

'Trong loại này người Kế Xe HAESS HP -HPLC hấp phụ và chất tạo cặp ion để hình. 
thành pha tĩnh trao đổi ion chế: 


+ Sự tạo cặp catit 


+ R-SONa —~ (SPer,)R-SO¿Na 
Chất tạo cặp. Pha tĩnh trao đối cặp cation. 


+ Sự tạ 
§Pepy + R-NH;CI —~ (SPgz,)R-NH;CL 
k) Pha nh loại RP Chắttạo cặp Pha tĩnh trao đổi cặp anion 
ìu đó là sự trao đổi ion của pha tĩnh cặp cation (SPp›).R-SO¿Na (ở đây Na` là ion trao đổi). 
(SPqœ )).R-NH;Cl (ở đây CT là ion trao đối). 
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a.3) Sắc ký chiết 

Bản chất sự tách ở đây lả sự phân bố động trong dòng chảy của chất phản tích X; giữa hai pha, 
pha động và pha tĩnh không tan được vảo nhau, trong điều kiện pha động được bơm và chảy liên t 
còn pha tĩnh lại đứng yên. Pha tĩnh ở đây cũng là chất lỏng, nó được treo (phủ) trên bể mặt c 
mang trơ nhỏi trong cột tách và tạo thành một lớp mảng mỏng pha tĩnh cỏ độ dày từ 3 - 5 
nhiệm vụ sắc kỷ chiết. Sự tách trong loại sắc ký nảy tuân theo các quy luật phân bố của chất 
pha không trộn lẫn vào nhau, pha động lỏng và lớp mảng pha tĩnh lỏng, Pha tĩnh TT ký này 


thường là các dẫu silicon-polyme hữu cơ. 


a.4) Sắc ký rây phân tử. 

“Trong loại này pha nh là một mạng Gel xốp. Sự tách ở đây dựa theo kích hyưỜŠ của phân tử các 
chất mẫu được phân bố khác nhau vào trong các lỗ xốp của pha tĩnh. Các pl kích thước nhỏ sẽ 
chui vào sâu bên trong lỗ xốp của hạt pha tĩnh, nên được rửa giải ra sau. Còi phân tử có kích thước 
lớn nằm ở ngoài, nên sẽ được rửa giải ra trước. Vì thế gọi là sắc ký sảng lt /) phân tử chất tan theo. 
kích thước (độ lớn phân tử). @ s 


Tuy có bổn loại sắc ký như thể trong HPLC, nhưng pha đn©CNảj S6 bai trọng thi là rắn hoặc 
lỏng. Nếu pha tĩnh là: 

+ Chất rắn, ta có sắc ký lỏng — rắn (LSC: Liquid Solid 

+ Chất lỏng, thì chúng ta có sắc ký lỏng — lỏng (1 
khi pha tĩnh là chất lỏng thì nó phải được giữ ở trong. 
kích thước nhỏ, thường từ 5 ~ 3 ¡m đường kính. Nghĩa 
chất mang trơ. Chất mang trơ thường là các hạt sỉ 
đặc biệt để không có tính chất sắc ký nữa, như Ki: 

b) Yêu cầu của pha tĩnh HPLC 

Cho dù ở dạng và loại nào thì pha gẩ HPLC cũng phải thỏa mãn (đáp ứng) được những, 
điều kiện cơ bản sau đây: 


+ Ïquid Liquid Chromatography). Nhưng 

nhờ một chất mang trơ rắn có cấu tạo hạt 
tĩnh là một lớp màng bao xung quanh hạt 
'axit nhôm trơ đã được chế tạo trong điều kiện 
(Merck). 


b.1) Phải tr và bền vững với liều kiện của môi trường sắc ký, không cỏ các phản ứng hóa 
học phụ với dung môi rửa giải hay, phân tích, để đảm bảo cơ chế của sự tách theo đúng bản chất 
chính của pha tỉnh, hay không. phân tích cẩn tách. 


b.2) Pha tĩnh có khả păng tách chọn lọc một hỗn hợp chất tan nhất định trong những điều kiện. 
sắc ký nhất định của hệ pl đã chọn. 

b.3) Tính chất bề mặt phải ổn định, đặc biệt là đặc trưng độ xốp của nó và không bị thay đổi 
hay biển dạng sắc ký, không bị phân rã dưới áp suất cao hay dung môi của quá trình 
chạy sắc ký. 

b9 CB) nhọc ch ựh Íc ý phi hơh tuệ nh llgiúc Cónhơ 
thế mới thu. quả tách tốt, pic sắc ký cân đối và gọn. 

'hạt phải tương đối đồng nhất, nghĩa là đường kính của các hạt lớn nhất so với các hạt nhỏ. 
nhất 'hênh lệch nhau quá 10% đp và phải có trên 85% số hạt nằm trong vùng kích thước trung 

ìWiện. Có như thế cột tách mới có hiệu lực cao (số đĩa Nẹy lớn). 
"”¬._=—Ắ_Ă{ó, 
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e) Cấu trúc hạt pha tĩnh, SP. 


Xét về mặt cấu trúc xốp của pha tĩnh là các hạt chất rẳn, thì pha fĩnh này có hai loại kiểu xốp. Đó 
là xốp toàn phần hạt và xốp chỉ lớp vỏ ngoài của hạt pha tĩnh (xốp bể mặt) (hình 1.16 và 1.17). 
e.1) Loại xốp toàn phần 
Trang loại xốp toàn phẫn, toàn bộ hạt pha nh là một khổi xếp. Còn loại xốp bể săn, 
ắ 


lên 
loại 


Š dây từ 5 — 3 um và lõi của hạt là chất trơ, 
bi đặc và trơ sắc ký (hình 1.16). Vì thế loại SP xốp toàn phần bao giờ cũng có dung lượn/ 
SP xốp bẻ mặt. 

Loại xốp toàn phần có: l> 

+ Diện tích bề mặt riêng lớn, từ 100 — S00 m/g. c ` 

+ Thể tích xốp lớn, thường tử 0,5 ~ 2 mL⁄g. 

+ Chịu áp: đến 600 bar, 

"Tiêu biểu cho loại pha tĩnh nảy là các Silica, ví dụ: Si-40, , Si-1000, RP-18, RP-8 
(hăng Merck), Hypensil, Hypersil ODS (Shandown), -Partisil, one Íl (Whatmann), N-Zorbax, 
ÔD8-Zocoex (Hăng Du Pon), OD8- Si XI, SI-XI @ektn EmngiC 
= 


Ũ 3 
18. Cấu trúc xốp của pha tĩnh. 


(tù VỔ @): XSp toàn phản: () và (9: Xóp bồ mặt 


tịch bể mặt riêng nhỏ, thường: từ 50 ~ 180 mg. 
s + Bề dày lớp xốp: từ 3 ~ 5 um. 


s 


+ Thể tích xốp nhỏ: từ 0,1 - 0,5 mL⁄g. 
+ Chịu áp thấp: đưới 500 bar. 


Ví dụ về loại này có: LiChropher-C8, -CI8 (Hãng Merch), CI§-Corasil, Phe-Cora 
CorasiI-I, -II (Hãng Whatman). 


Ngoài các đặc trưng nêu trên, mỗi quan hệ giữa chiều cao đĩa H vả tốc độ tuyến tỉ 
loại chất SP xốp toàn phần và xốp b mặt cũng khác nhau. Điễu này chúng ta có thể thấy ng 
hình 1.19. Chính vì thế mà loại chất pha tĩnh xốp toàn phần hiện nay được sử dụng. txo, tỉ rất ít 
trong ạp rà li dnc te. egdongoan Bì g9 icon is X Ễ mặt. 
1,2.3.1.2. Chất nền chế tạo pha fĩnh của HPLC. 


Bây giờ, nếu nghiên cứu về mặt tống hợp điều chế pha nh cho HPLC, ấtầ đến nay, người tà 
thấy pha tĩnh thường được chế tạo trên các chất nền của các nguyên liệu sau đâyÝ 

1. Pha tĩnh trên nền silica (SiO;); te 

2. Pha tĩnh trên nền oxit nhôm (AlzO;); ca 

3, Pha tĩnh trên nền cao phân tử hữu cơ (Polystyren, Cellulo,... 

.4. Pha tĩnh trên nền mạch cacbon. 


'Trong bốn loại này, thì nền silica được sử dụng nhiễu pha tĩnh được chế tạo trên nền này 
cũng có nhiều tính chất tu việt hơn, như khả năng chịu 'cao, bền nhiệt, trơ với các dung môi 
chạy sắc ký và có độ trương nở rắt nhỏ khi thay đổi pha động. 

a) Pha tĩnh nền Siliea 

“Trên nền siliea (SiO;), các hãng đã chế rất nhiều loại pha nh SP khác nhau cho kỹ. 
thuật HPLC. Ở đây có hai loại là: 

+ Silica hắp phụ pha thưởng (silica. hay trằn) cho hệ pha NP-HPLC. Loại này bề 
mặt có các nhóm chức ~OH (hình 1.17) có bỀ mặt phân cực là trung tâm hoạt động sắc ký. 


+ Siliea hấp phụ pha ngược của hỀWP-HPLC. Đây là các siliea trung tính đã được alkyl hóa 
nhóm ~OH bằng, gốc alkyl ~R (—Ry cacbon alkyl Cạ, Cịa, hay gốc ~C¿H;), hay siliea trần được 
sunfonic hóa (gắn nhóm =SOyNa) tro hỏa (gắn nhóm ~NO;Na). Hoặc amin hóa hay Xylan hóa đế 
tạo ra các pha tĩnh (SP) cho phụ pha ngược (hệ RP-HPLC), sắc ký trao đổi ion (hệ IEx- 
HPLC, trao đổi cation và anion).Z' 

Sau đây chúng ta. lêm qua một vải chất cho mỗi loại. 

Siliea trung 

Siliea trung. 1y còn gọi là Siliea trằn. Đây là chất nhỏi cột của sắc kỷ lỏng hiệu năng cao. 
hấp phụ pha thì NP-HPLC). Nó có bề mặt phân cực. Loại pha tĩnh này trên bề mặt của nó còn 
chứa các (hình 1.17). Đó là các nhóm hoạt động sắc ký của silica, các nhóm này phân cực 
và thuộc “nước (ưa nước). Ví dụ như các LiChrosorb -Si40, -Si60, ~Si100, Si1000, Hypersil, 
nl-Partisl cSi.... Loại SP này chủ yếu được dùng để tách các chất hay hợp chất không phân. 
cực và cực. Pha động cho loại pha tĩnh nảy là những chất hữu cơ (dung môi) không phân cực 
hay cực và ky nước (không tan vào nước). Đó là các dung môi hữu cơ đơn, hay hỗn hợp của hai 

môi hữu cơ không tan được trong nước, như n-Hexan, Benzen, Toluen, Chloroform, 
laxetal,.. 
%2 


'Với pha tĩnh loại này, nước có ảnh hưởng rất nhiều đến bề mặt hoạt động sắc ký của chúng, tức 
lả các nhóm -OH ái nước. Các yêu tố nảy ảnh hưởng đến độ lặp lại của quá trình tách sắc kỷ, vì sự hình. 


thành liên kết cầu hydro khỏa các nhóm chức sắc kỷ - OH của pha tĩnh. 

Siliea đã alkyl hóa ® 

Đây lả pha tĩnh của sắc ký hấp phụ pha ngược (hệ RP- HPLC). Nó được điều chế lca 
trung tính qua việc alkyl hóa các nhóm ~OH trên bề mặt silica trung tính bằng các gốc của 
mạch cacbon thẳng (ví dụ: -C1, -C§, - C18) hay các gốc cacbon vòng, như nhân phenyl (- . Do đó 
chất SP loại này có bề mặt không phân cực hay rất ít phân cực. Việc gắn các gốc alkyl*ÌÐ mạch phân. 
tử silica trung tính có thể trực tiếp, hay qua một nguyên tố trung gian oxy (hình 1.1 do bị thế 
mất các nhóm OH, nên bề mặt của SP loại này không phân cực hay tắt ít phân “vậy nước không 
ảnh hưởng đến bề mặt của nó. Pha tĩnh SP loại này có Hypersil ODS (~C8 và ẤÈỀ&, hãng Shaldown), 
LiChrosorb RP8, và RP18 (Merck), C-18Corasil, Phenyl-Corasil ( SP loại này là pha 


tĩnh để tách các chất không phân cực, ít phân cực, các chất nhân cực và e‹ NI cho sắc ký trao đổi cặn 
ion. Dung môi cho pha tĩnh loại này là các chất hữu cơ (dung môi) pl tan được trong nước, như 
methanol, axetonitril, tetrahydrofuran,... hay hỗn hợp của các chất i nhau hoặc với nước theo tỷ 
lệ nhất định. Tức là nước cũng là một thành phần dung môi để ng cho hệ RP-HPLC. 

Pha tĩnh loại này là ky nước, nghĩa là bŠ mặt hoạt động ẾỀ:8ó không bị ảnh hưởng của các phân 
tử nước, mà trái lại nước lại là một thành phần của dung giải có ý nghĩa thực tế lớn, vì nước là 
một dung môi rẻ tiền và dễ làm tỉnh khiết cao. 

Sự tách HPLC với pha tĩnh, SP loại này có đ ¡ tốt. Do đỏ, hiện nay SP loại này được ứng 
dụng nhiều hơn loại siliea trung tính cho việc tách Ếằphân tích của nhiều loại hỗn hợp mẫu khác nhau, 
cả chất hữu cơ và chất vô cơ. Nói chung hi ng thực tế phân tích, loại pha tĩnh này được sử 
dụng chiếm đến 80% các công trình tách. và cả tách sản xuất điểu chế. Vì độ bền của pha tĩnh, 
tính ổn định của hệ pha, độ lặp lại của. tốt và không bị ảnh hưởng bởi độ ẩm của môi trường. 
Hơn nữa, các dung môi đùng để chạy. hạ: lại dùng nước cắt đến 30%, còn lại là Methanol, là dung 
môi hữu cơ đơn giản, không đắt, RP-HPLC có tỉnh kinh tế cao hơn hệ pha NP-HPLC. 


4 Hình 1.18a. Điễu chế và cấu trúc pha tĩnh đã alkyl hóa (loại RF). 
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1. Thuốc thử một nhóm thể. 
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.3, Thuốc thử ba nhóm thể và 


# lắc độ (mum/pl) + 
4 Hình 1.19. Mối quan hệ giữa dp cùa pha tĩnh với H và u' 


5 


Các sĩ 


a đã được sunfonic hóa hay Nitro hóa. 


Đây là sản phẩm của sự sunfonic hỏa hay nitro hóa các silica trung tỉnh để thay các nhóm -OH. 
trên bể mật siliea trung tính hay nguyễn tử Hydro trong gốc alky] của pha ngược bằng các nhóm ~§O; 
(nhóm sunfonic) hay -NO;H (nhóm nitro). Pha tĩnh loại này thuộc loại sắc ký trao đổi ion (cati 


pha tĩnh trao đổi cation axit mạnh. Nhưng nếu ta thay nhótn -OH bằng nhóm -R-COOH. 
tĩnh trao đổi cation axit yếu. Trong thực tế, sau khi tạo được các nhóm chức nêu trên, ngấùi tà thường. 
để pha tĩnh nảy ở dạng muối của ion kim loại kiểm Na” sẽ đễ bao quản hơn. Nghĩa l: tóm chức — 
SO¿Na, -NO¿Na, ~R-COONa và chính nhóm chức này quyết định bản chất sắc kế: loại pha tĩnh 
này. Ví dụ về loại pha tĩnh này có các silica LiChrosorb KAT (hãng M: la Parisil SCX 
(hăngWhatman), Hypersil-CEX (hãng Shaldown) và nhóm chức của nó đều. Na và -NO;Na. 

Pha tĩnh loại nảy dùng để tách các chất có cấu tạo ion, như ion 
chúng, hay các chất khi tan rong pha động thì phân ly thành ion (caúi lÄunion), như các axit, các 
bazơ. Pha động của loại sắc ký nảy là dung dịch nước của các muối(C&6 chứa chất đệm, chất tạo phức, 
dung địch axit loãng hay bazơ loãng, hoặc có thể thêm các chất tữu cơ tạo phức tan trong nước. 
Hình 1.20 là một ví dụ về cấu tạo phân tử của pha nh trao đổi, 


ín loại và hợp chất của 


Ko. 1 
kS) Hình 1.20. Nhóm chức của pha tĩnh trao đổi cation. 


(a): SP trao đổi ion axit mạnh; (b): SP trao đối ion axit yếu. 
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'Các siliea được amin hóa 

Loại pha tĩnh nảy là những silica trung tính đã được thay thể nhóm ~OH bằng các nhóm -NH;CI, 
-NHCI, ~NR;CI, —NR¿CI, - Cl, -CH;(OH)CI. Nó là pha tĩnh của sắc ký trao đổi anion, để tách các ani 
trong hợp chất có cấu trúc ion, hay những chất khi tan trong pha động thi phân ly thành ion, nhị 
bazơ, các axit hữu cơ và các axit amin. Pha động của loại nảy cũng là đung địch nước của cá 
chất đệm, dung dịch axit hay bazơ loãng. Thuộc về loại này có LiChrosorb NH;, LiChrosrt 
Merck), Nucleosil-5NH;, -N(CH;), ~SB-N(CH;);CI, Parisil-SAX, Mieropark-CN, Hyi 

“Theo các kiểu alkyl hay thế hóa đã nêu, đến nay, pha tĩnh trên nẻn silica đã trăm chất 
khác nhau (trên 300 SP), nhưng chỉ thuộc hai loại là siliea trung tính và các si ¡ alkyl hóa, 
sunfonie hóa, nitro hóa hay amin hóa các nhóm -OH để thay đổi tính chất của bề mấật hoạt động của nó. 
Trong đó các silica đã được alkyl hóa được sử dụng phổ biến hơn cả, như §, -C18. Vì nó có 
nhiều ưu việt và phục vụ được cho sự tách cả các chất không phân cực, ít pÑẩ) cực và chất phân cực. 
~4EX 9-2 mui sen, la OANE:.. .2 ngang 


thêm các dung môi hữu cơ methanol hay axetonitril. 


b) Pha tĩnh nỀn oxit nhôm, Al:O; @ 

'Trên nền oxit nhôm (AlO;) của sắc ký hắp phụ cổ điển, ty người ta cũng đã chế tạo được 
một số chất nhỏi cột cho kỹ thuật phân tích HPLC, nhưng chủ in chỉ lả những chất nhôi của sắc ký 
bắp phụ pha thường. Bề mặt của loại pha tĩnh này cũng. rc và có hai trung tâm phân cực khác 
nhau. Đó là trung tâm axit (Al”) và trung tâm bazơ (( tưng trung tâm bazơ mạnh hơn trung tâm 


axit. Vì thế pha tĩnh loại này có tính bazơ yếu (pH: ). Do tính có chất này, nên pha tĩnh chế tạo. 
dựa trên nền oxit nhôm phù hợp cho sự tách hỗn. đùa các axit yếu, nhất là một số chất hữu cơ ít 
phân cực theo cơ chế của sự hắp phụ pha thường $NP-HPLC. 

Do pha tĩnh loại này có bề mặt phân. In cũng ái nước và vi thế, nước cũng ảnh hưởng đến 
bề mặt của nó (các trung tâm sắc ký), tức, hưởng đến hiệu quả của sự tách sắc ký các chất, Nghĩa. 
là nó cũng giống như các silica (siliea trần). Thuộc về loại này có LiChrosorb-AloxT" 


(Merck), MieroPark-AI (Varian), -A5y, ~A1Oy (USA), Oxid-AI-18 (Pharmacy, Thụy Điễn). 
Dung môi của pha tĩnh. cũng là các chất hữu cơ phân tử không phân cực hay ít phân cực 
không tan vào nước, hoặc hỗn bợp của chúng với nhau theo những tỷ lệ phù hợp. Ví dụ: n-Hexan, 
n-Heptan, Ethyl axetat, loroform. Đó cũng là các dung môi ky nước. 
Song hiện nay, trong kỹ thuật HPLC, chất nhồi loại này không được dùng nhiều như các silica. 
Vì hầu hết các quá 'h trên chất nhỗi nền silica và nền oxit nhôm, nhiều trường hợp pha tĩnh nền 
oxit nhôm cho kí \g tốt như pha tĩnh nên siliea. Mặt khác oxit nhôm (Al;O;) lại có nhiều dạng 


thù hình, trong, có dạng y mới có tính chất sắc ký tốt. Vì thế phải tách lấy dạng y~AlạO: trước, rồi 
mới chế tạo. tĩnh nền oxit nhôm. 
D) th nên cao phân tử hiểu cơ. 

6Ò nay, pha tĩnh trong kỹ thuật phân tích HPLC cũng được chế tạo trên nền của các chất cao. 

tữu cơ (hình 1.21), nhưng hiện côn chưa nhiều và việc ứng dụng của nó cũng còn có nhiều hạn 

pha tĩnh trên nên cao phân tử hữu cơ có độ trương nở lớn khi thay đổi thảnh phần dung môi rửa. 

L, pH pha động, cũng như khả năng chịu áp suất của nó kém. Độ trơ với dung môi hữu cơ, với kiểm 

và axit không cao. Các nhóm amin thường lại dễ bị phân hủy. 
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—CH—CHạ—CH—CH¿—CH— 


(CHọ,ÑCH,CI~ 
—GH—CH;—CH—CHạ—CH—CHạ—C†Í©ỀPH¿—CH—CH,~| 
CH;Ñ(CH,);C[— \ )Hy)2CI- 
Hình 1.21. Cắu trúc phân từ. tính trên nên hữu cơ. 
8) Dạng trao đổi 


Ìồi chỉ sản xuất một vài loại chất nhồi trên nền polyme. 
phân tử hữu cơ hay được dùng là polystyren, polyamit, 


Do đặc tính như thế, nên người 
hữu cơ cho sắc ký trao đổi ion. Chí 
cellulo (hình 1.21). 

Trên nền cao phân tử này 9Mời ta gắn vào các nhóm chức trao đổi ion, như nhóm: ~SO;H, 
~NO;H, =R-COOH, ~NH;,y-NHã, “N(CH;);Cl,... Ví dụ thuộc loại này có: Aminex A4, Aminex A5 
Aminex PA35, AA-15 ( chức -SONa), Aminex A14, Aminex A25, DAP-8, PA-8A (nhóm 
chức loại -NRy. R- là gốc Mồfhyl, Ethyl,..). 
là chất nhồi của sắc ký trao đổi ion, nên pha động ở đây là các dung dịch. 


cũng như các dung dịch axit hay bazơ loãng. Hình 1.21 là ví dụ về cấu trúc phân 
tử của pha tt nên polyme hữu cơ của hệ HPLC trao đổi cation và anion. 
4) Jnh nền mạch cacbon. 
.@ tha tĩnh trên nền của mạch cacbon (than) tinh khiết cũng đã được tổng hợp và nghiên cứu. 
Sony tết quả tách sử dụng chất SP loại này đều không ưu việt hơn các loại silica đã nói trên, vì tính. 
ký của nó không tốt, việc điều chế cũng khó khăn. Do đó hiện tại đang còn trong những nghiên. 
Ấ thuyết là chủ yếu. 
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©) Pha tĩnh lồng, 

'Pha tĩnh lỏng chính là chất nhỗi cột của hệ sắc ký phân bó (P-HPLC), bay còn gọi là sắc kỷ chiết 
(Ext-HPLC), vì sự tách ở đây thực chất là sự phân bổ hay là sự chiết liên tục của chất tan Xị trong dòi 
chảy của pha động. Chũng ta cỏ thể coi pha tĩnh của loại sắc kỷ này gồm hai phần: phần lỏng và 
rắn. Phẩn lỏng có tỉnh chất sắc ký, còn phần rắn là lõi trơ (hay nhân trơ), tức là phần lõi khôn 
chất sắc ký. 

Phần lỏng tạo thành một lớp màng móng (3 - 5 #m) bao quanh phần nhân rắn trị rắn trơ 
được gọi là chất mang, nó là các hạt silica, hạt oxit nhôm trơ, đường kính tử 5 ~ 7 dụ như các 
loại Kiselkur của hãng Merck. Các chất mang trơ được nhi trước vào cột tách, sau. tha tĩnh chảy: 
qua để bão hoà bề mặt chất mang trơ. Như vậy pha fnh lỏng sẽ phủ lên bể mặt lg trơ tạo thành. 
một lớp màng mỏng cỏ tính chất sắc ký. Nói sp ở/E6 lm plgi0àilog vo lŠ mặt các hạt chất 
mang trơ trước ở trong cốc, sau đó mới nhồi vào cột sắc ký. 

Pha tĩnh lỏng là một số hợp chất hữu cơ của silie, nó có độ. o, chủ yếu là một số hợp. 
chất hữu cơ silicon polyme, các loại dầu Silicon hay hợp chất cơ SjIÊÉp- phospho, một số polyme. Ví 
dụ như các loại: 

~ Cyano-Ethyl-Silicon; 

~ Các Glycol (Diethylen-Glycol); 

— Carbowax 400, 600, 750; 

— Di-(2-Ethyl-hexy! }-phosphoric axit; 

~ Di-Methyl-Silicon; © 


_. 7"... 
đối nhỏ. Bề dày, tính chất của lớp tĩnh này cũng dễ bị ảnh hưởng bởi áp suất cao khi chạy sắc 
ký, sự hòa tan và bảo mòn của. khi chạy sắc ký. Đó là nhược điểm của pha tĩnh loại này. 
Nhược điểm này dẫn đến kết i cùng của sự tách sắc ký có độ lặp lại kém và độ bền vững kém. 
của hệ pha. Chính vì thế loại nảy chỉ được sử dụng trong một số trường hợp nhất định mà chất 
nhồi rắn trên nền silica nhôm không tốt, hoặc một vài trường hợp đặc biệt. Và khi dùng lại 
thường xuyên phải bổ sung?thêm cho lớp màng pha tnh đã bị bảo mòn bằng cách sau mỗi lần chạy sắc 
ký người ta lại dội lòng qua cột tách trước khi dùng lần thứ hai. 

Trên đây. khái niệm cơ bản về một số loại pha tĩnh trong kỹ thuật phân tích HPLC. 
Những vấn đề hơn sẽ được bàn đến trong từng loại sắc ký cụ thể. Nhưng dù là loại sắc ký nào đi 
nữa, thÌ trưng hết sức quan trọng của pha tĩnh là diện tích bề mặt xốp và tính chất hắp phụ của. 
nó. Đặc. ty ảnh hưởng rắt rõ rệt đến hệ số dung lượng của chất tan X; trong hệ pha đó, tức là ảnh 
lì thời gian lưu giữ và kết quả của sự tách sắc ký. Nói chung, khi diện tích bề mặt riêng của 

tăng, thì hệ số dung lượng k¿ của chất tan cũng tăng theo. Tắt nhiên là trong mức độ khác nhau. 

.19 và 1.22) và còn phụ thuộc vào bản chất vả cấu trúc phân tử của chất tan. 
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1.2.3.2. Các ảnh hưởng của pha tĩnh đến sự tách sắc ký. 
Nói chung các đặc trưng của pha tĩnh đều có ảnh hưởng đến sự tách sắc ký của một hỗn hợp chất. 


ó là các yếu tố: 
~ Kích thước, cỡ hạt của pha tĩnh, SP; & 


— Độ xếp, bề mặt xốp, loại xốp, diện tích xốp của hạt pha 
~ Điều kiện chế tạo pha tĩnh... 
~ Điều kiện nạp SP vào cột tách (nhỗi SP vào cột tách). & 


Các ví dụ trong các hình 1.22, 1.23, 1.24 giải thích và làm minh chứng cỉ S thấy các tác 
động của các yếu tố nói trên, như: “$ 

+ Diện tích xốp, bễ mặt riêng (hình 1.22). Q 

+ Loại Siliea (loại pha tĩnh), (báng 1.5). * 

+ Loại nhóm thể alkyl (hình 1.23). NÙ 

+ Cấu trúc xốp (hình 1.23b). 

+ Đường kính (cỡ) hạt pha tĩnh (hình 1.19 và hình 1.24 

Như vậy, rõ rằng sự lưu giữ (tạ) của mỗi chất tan X, 
với các chất nhồi cột (SP) khác nhau về cỡ hạt, diện tí 
Ngay trong một loại pha tĩnh có cùng diện tích bŠ mặf 
vẫn có hệ số dung lượng k` khác nhau, mặc dà tro 
minh chứng trong bảng 1.5 và hình 1.22. 


tách (trên pha tĩnh) lả khác nhau đối 
riêng, độ xốp và đường kính lỗ xếp. 
nhưng do bai hãng khác nhau chế tạo thỉ 
một điểu kiện chạy sắc ký. Điều này được. 


Bảng 1.5. Ảnh hưởng. xốp đến hệ số dung tích k/' 
Chất phân tích Hệ số dung tích, k,' trên hai pha tĩnh 
cYnen Si40. Bio Sil-Sỉ 
Naphthalen 127 4,50 
Anthracen 2,18 677 Ì 


S(mÈ/g) 


sọ 100 
# Hình 1.22. Mối quan hệ giữa diện tích bề mặt riêng của pha tĩnh 
4 và hệ số dung lượng k/ với hai chắt tan A và B. 


so 


10121418 0 2 4 6 8101214 
Phút Phút 


“ung (phú) 


Hình 1.23a. Ảnh hưởng của gốc alkyl trong. 
C1, C8 và C18 đến sự tách của một hỗn. lát. 


+[phút] 


(®) 


—————— 
02 4 6 8i[phoj 01234 
Thời gian lieu, t, (phút) => 


Hình 1.23b. Ảnh hưởng của cầu trúc xốp pha tĩnh. 
(a) ~Loại Si-100; (b) — Loại Sỉ-800; (c) ~ Loại Si~1000; (đ) ~ Loại Si-4000. 


“Trong ví dụ ở bảng 1.5, diện tích xốp của cả hai loại pha tĩnh đó đều bằng 200 m°/g và đều là pha 
tĩnh xốp toàn phẩn, đường kính hạt là 10 uum. Nguyễn nhân của sự khác nhau này là do khả năng hoạt 
động bề mặt của hai loại trên do hai hãng chế tạo là khác nhau, sự phân bố và cấu trúc của lỗ xếp „ 


hạt pha tĩnh. Đồng thời cả đến vị trí của nhỏm hoạt động sắc ký cùng đóng góp làm ra sự khác nh 
của hệ số dung lượng kỉ. Ngoài ra, đối với các silica trung tỉnh, thì sự tương tác của các phân 
trên bề mặt siliea cũng là một yếu tố ảnh hưởng không đồng nhất trong mọi trường hợp. 

ủa 


Một số yếu tố nữa ảnh hưởng đến kết quả tách sắc ký là đường kính dp (kích thị ủa phá 
tĩnh. Nói chung, kích thước hạt pha tĩnh cảng lớn và các hạt không đồng đều sẽ càng. ủng nhiều 
đến kết quả tách, cụ thể làm giảm độ phân giải, qua việc lảm tăng chiều cao Hạ của. Í, Như vậy là 


làm xấu quả trình sắc ký (hình 1.24a). à 
Các kết quả thực nghiệm về HPLC đều chỉ ra rằng, các hạt pha tĩnh cỏ. kính nhỏ và đẳng. 


đều bao giờ cũng cho hiệu suất tách sắc ký cao nhất và ổn định. Chúng ta thấy được điều này 
trong bảng 1.6 về mối quan hệ giữa đưởng kính hạt đp pha tĩnh và chiều /của một đĩa tương ứng, 
với loại cỡ hạt đó. Chính vì thế mà hiện nay, hằu như người ta chỉ dùng, tĩnh có đường kính hạt 


nhỏ. ME TxtrdPinDlG0AA ao vua ro và từ 15 ~ 25 im cho mục. 
đích sản xuất (sắc ký điều chế), 


%2 Thời gian lưu, t, (phút) + 


Hình 1.24a. Ảnh hưởng của đường kính hạt pha tĩnh đến kết quả tách. 
'Pha tĩnh: Silca Si-100. (a): dp- 15 /ưn; (b): đp- 7m. 
Pha động: n-heptan, tốc độ 1,50 ml/phút. 


Ông tà Guanhg ga cỡ phanh à diệu co một nh 


Đường kính hạt. dp (um). Chiều cao đĩa H 
cà 40~30. (4,5~ 5,5).dp. 
30 - 20, (3/8 ~4,5).dp, 
# 20— 10 (3,0 3,8)dp 
S 10~7 @,5~3/2)dp 
7~5 (2/0~2,5)dp 
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Một yếu tố nữa cũng cẩn phải chú ý là kỹ thuật nhỏi cột. Nếu cột được nhỏi không tốt sẽ dẫn đến 
pic sắc ký không cân đối, như thể sẽ làm giảm. lực tách của cột tách sắc ký. Vì thế sau khi nạp pha 
tĩnh, các cột tách cần phải được kiểm tra lại xem nó đã đủ tiểu chuẩn và có thể cho kết quả tách 
không, Nghĩa là phải thử nghiệm đẻ xác định ba thông số quan trọng của cột tách sau khi nạp SP, đó œ 


1, Chiều cao hiệu lực của một đĩa Hạ, hay số đĩa N.x (N,; > 5000). $ 


2. Độ bắt dối xửng của pic sắc ký Asy,, (phải nhỏ hơn 103). 

3. Hệ số thắm dung môi, pha động ® của pha tĩnh (tử 700 — 1.100). 

Chỉ sau khi xác định được ba thông số nảy, chúng ta mới cỏ thể nói cột tách đó hay không 
và có thể dùng được hay không. Nếu không đạt yêu cầu trên thì ta phải nạp lại cột sắc. 

Cùng với những điều đã nêu ở trên, khi chúng ta alky| hỏa các silica trung 
alkyl khác nhau, tức là biển tính bề mặt siliea trung tính, thì các nhóm chức 


hưởng khác nhau và tạo ra những pha tĩnh có khả năng tách khác nhau của 
đó. Điều này chúng ta có thể thấy trong ví dụ ở báng 1.7 và hình 1.24b.. 


\+⁄4 
Bảng 1.7. Ảnh hưởng của các nhóm thế alkyl Ấy 


›g những nhóm. 


Chất phân tích “Hệ số k,' phụ th các nhóm thể 

~Diol ~N(CH; -NH; -CN 
Nitromethylamine 144 ' 077 2,39 
a-Chlo aniline ì 135 1,16 1,54 
Chloro-Benzen 137 “1 156 176 
3-Chloro-phenol Lái 5,02 3,69 0498 
3-Nitro-phenol lợi 4,50 3⁄45 1/15 

»» 


Pha động: 20% CHICN 
$0% pH 3 KH;PO, Buffer 


1. Benzyl Aleohol 
2. Phenol 

3. Benzojie 

.4, Banzylamine 


# Thời gian lưu, t, “" 


4 Hình 1.24b. Về ảnh hưởng của loại pha tĩnh được sản xuất khác nhau. 
.Hai SP có nhóm Alkyl C8, nhưng cho kết quả tách bồn chắt khác nhau. 
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'Ở đây, với cùng một hỗn hợp mẫu, là bến chất như trong bảng 1.7 và cùng pha động là n_Hexan 
có chứa thêm S%6 


Propanol, nhưng hệ số dung tích kỷ của các chất đó là rất khác nhau, với mỗi nhóm 


Š : Tê: EOH: Có lng Gàa bộ ố chư luợng 
H & 


o®| 


a2) 


) 


Sụm 


xnxx 


Tắc độ tuyến tính, u (mm/š) 


R l0„m ` 


The gia hả) 


«) 


¬....ố na 
u hỗn hợp 6 chắt phân tích, trên 3 cột cô cỡ hạt 9, 7 và 10 um 
Hạt cỡ 10 m sự tách tôi nhất. 


ng thời cũng nhờ tính chất này, mà người ta đã điều chế được rất nhiều loại chất nhồi (SP) 

'nhau cho kỹ thuật HPLC, qua việc biến tưởng silica trung tính bằng những nhóm chức khác nhau. 
những điều kiện nhất định, để tạo ra nhiều pha tĩnh khác nhau cho nhiều loại chất mẫu phân tích 

ty những nhóm chất mẫu khác nhau đa dạng của thực tế. Đãy cũng là một hướng nghiên cửu mởi hiện 
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nay của sự phát triển kỹ thuật phân tích HPLC, để tạo ra những chất nhỏi cột mới có nhiều ưu việt hơn 
cho các quả trình tách sắc ký và làm sao tạo ra được những hệ pha có tính chất chọn lọc cao cho một 
nnhỏm chất phân tích nhất định. Nhất là tổng hợp các pha tĩnh có kích thước hạt nhỏ (dp dưới 3 _um), ` 


độ chọn lọc cao, bền vững trong quá trình tách sắc ký, nhưng lại dễ sử dụng. 
1.2.4. Pha động trong HPLC 
1.2.4.1. Pha động là gì 


Pha động (MP: mobil phase) là hệ dưng môi dùng để rửa giải các chất tan X; (‹ tích) 
ra khói cột tách để thực hiện quá trình sắc ký. Pha động trong HPLC có thể chỉ là. \g môi hữu 
của 


cơ đơn, như methanol, axetonitril, benzen, n-hexan, hoặc nước; hoặc cũng có thể “ ủa hai ha) 


ba dung mỗi được trộn với nhau theo những tỷ lệ nhất định phủ hợp. Ví dụ: hỗn, methanol với 
nước (MeOH / H;O) trong tỷ lệ 70/30 (V/V), axetoniril với nước (CH;CN trong tỷ lệ 80/20 
(V/V). Nó cũng có thể là dung môi nước có chứa thêm các chất đệm pH, tạo phức, chất làm. 


chậm với nồng độ nhất định thích hợp. Nói chung, với mỗi loại sắc ký sẽ gó-vặt? hệ dung mỗi (pha động: 
MP) rửa giải riêng phủ hợp với nó, để có thể thu được hiệu quả tách tối 

1.2.4.2. Yêu cầu của pha động. 

Sau pha tĩnh, thì pha động là yếu tố thứ hai quyết định 
mẫu X,. Nghĩa là trong một hệ pha HPLC, thì pha động và. 
sắc kỷ. Hai yếu tố này quyết định thời gian lưu giữ tụu củ 
Hình 1.25a là một ví dụ về ảnh hưởng của pha động. 
ảnh hưởng đến những vấn đề sau đây của sự tách sắ 

~ Độ chọn lọc của hệ pha; 


~ Thời gian lưu giữ tạ của các chất ` 
~ Hiệu lực của cột tách (đại lượng Nưỳ› 

~ Độ phân giải của chất tong ygách; 
_—~~ 


la e 
Do đó, với một pha si chọn rồi, nếu như chúng ta lại chọn được một pha động có thành phần. 
phủ hợp, thì ta sẽ có hiệu suất ích sắc ký của một hỗn hợp mẫu là tốt nhất đối với một pha tĩnh đã chọn. 
Chính vì thể pha. yếu tố linh động và trong kỹ thuật HPLC, pha động cần phải thỏa mãn 
một số điều kiện sau' 
1) Pha trơ đối với pha tĩnh, không lảm hỏng pha tĩnh theo bắt kỳ một tính chất nảo. 
trong quá trì ký. Không có sự tương tác phụ với pha tĩnh để sinh ra những sản phẩm khác làm 
phức tạp. trình tách các chất. 

động phải hòa tan được chất mẫu, chất phân tích X,. Có như thế mới làm cho chất mẫu tan 
"vào MP và vận chuyển tốt từ đầu cột tách (lúc nạp mẫu vảo) đến cuối cột tách (lúc các chất 

ra khỏi cột tách), khi thực hiện quá trình rửa giải để tách sắc ký. 
S 3) Pha động phải bền vững theo thời gian, không thay đổi, có thành phần khống chế được đúng 

\g quá trình sắc ký. Nghĩa là nó không bị phân hủy hay không thay đổi khi chạy sắc ký. 


It tách sắc ký của một hỗn hợp chất 
là hai yếu tố chính của quá trình 
tan Xụ vả hiệu quả sự tách sắc ký Nụ. 
quả tách sắc ký. Nói chung pha động có thể 
chất: 


“4 


4) Pha động phải có độ tỉnh khiết cao, để đảm bảo không làm nhiễm bản mẫu phán tích, gây sai 
số cho kết quá tách, nghĩa là các chất (dung môi) để pha chế pha động phải có độ tỉnh khiết cao. Vì thế 
người ta thường dùng các loại hóa chất có độ sạch ở mức độ nanogam cho kỹ thuật HPLC. 

5) Nhanh đạt các cân bằng trong quá trình chạy sắc ký, như cân bằng hấp phụ, phân bổ, „gối 


ion, tủy bản chất của từng loại sắc kỷ. 

6) Phải phù hợp với loại đeteetor đã chọn dùng đễ phắt hiện các chất phân tích, không hại 
đến FlowCell của detector. Ví dụ: dùng loại detector UV hay UV-VIS thì pha động phíế trồng suốt 
trong các vùng phổ đó, hay dùng detector huỳnh quang thì pha động phải không có tỉnh hệgÌŸquang. 

7) Điều kiện cuối cùng là pha động đó phải có tính chất kinh tế, không quá hi lông quá đắt. 
Tắt nhiên yếu tố này trong sắc ký điều chế có ý nghĩa rất lớn, nhưng trong phân Đch, trong không ít 
trường hợp, ta phải chấp nhận pha động đắt tiền để đảm bảo kết quả phân tích: xác, tách tốt các 
chất theo yêu cầu đặt ra, đặc biệt là việc phân tích lượng vết bên cạnh một chất khác. 

Đó là các yêu cầu cần thiết đối với một hệ pha động trong kỹ thuâfách HPLC cho sự tách và 
phân tích một hỗn hợp mẫu nhất định. Tắt nhiên các điều kiện đó cần Xem xét cụ thể trong mỗi 
trường hợp của hỗn hợp mẫu phân tích, để xem có thể châm. chước đỒN ếu tố nảo trong mức độ cho. 
phép và từ đó chọn một pha động tốt nhất cho đối tượng nghiên cứ 


“Thành 


h Š Š H D 
“Thời gian (phải) —= TH gfBS~ “Thời gian (phút) —— Thời gian (phù) ——~ 
*Z thời gian lưu, t, (phú) >> 
Hình 128a ẦÖn hưởng thành phân của pha động đến kết quả tách. 


MP: MeOH (B) và H;O (A). F =1 mL/phút. 
: 180 mm x 4,6 mm, Hypersii ODS 8mm. UV-Detector, 254 nm. 


Ty SÀ pha động 


a) Vú hệ háp phụ pha thường (hệ NP-HIPLC) 

ác ký hấp phụ pha thường, pha nh thường là các Silica trần, nó cỏ bề mặt phân cực, nên 
ác dung môi hữu cơ không phân cực và ky nước. Nghĩa là nước không tan được vào pha 
'Ví dụ: n-hexan, n-heptan, benzen, chloroform, tetrachloroeacbon.... Nó là những dung môi 
không phân cực hay ít phân cực, hay hỗn hợp của hai dung môi đó trong những tỷ lệ nhất định. 
 }Ÿ dụ như hỗn hợp hai dung môi n- hexan/benzen trong tỷ lệ 90/10 (V/V). 


pha 
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Hình 1.25b. Ảnh hường của tóc độ pha động đến. 
Tốc độ MP: (a): F = 0,80; 1,2; 1,6: 2,0 và 2,4 


a.T0 ppm H;O, 


b.300 ppm HO _ | 


e. 1070 ppm H;O. 
(Bão hỏa) 


Hình 1.28a. ẢnÌthưởng của hàm lượng nước trong MP đồn thời gian lưu 


pha NP-HPLC. Trường hợp e là tốt nhắt. 
Trong quá ký để cho quả trình tách ổn định, người ta thường phải làm khan pha động. 
trước khi chạy sắ \g Na;SO, khan. Nếu không thi ảnh hưởng của hàm lượng H;O đến thời gian 
lưu của chất rõ rệt và sự tách khó lặp lại (bình 1.26a). Với cách này, người ta sẽ thu được kết 


quả tốt hơn và sự fách ôn định hơn. Hình 126 là một vi dụ về sự thêm nước vào pha động và ảnh 
hệ số dung lượng kị' và chiều cao đĩa H của chất như thế nào. Nhưng đù sao đó cũng. 
điểm của hệ pha thưởng (NP-HPLC). Do vậy, hiện nay hệ pha NP-HPLC không được 

ro nhỗ biến và vạn năng như hệ pha ngược (RP-HPLC). 
66 


ỹ 0675 015% HO ] 
| 
| 


Hình 1.26b. Nai 


b) Với hệ hắp phụ pha ngược (hệ RP-HPLC) 

Trong sắc ký hấp phụ pha ngược (RP-HPLC), pha g là các Silica đã được alky| hóa, 
nó có bề mặt không phân cực và ky nước, nên pha động.là Mệ dung môi phân cực, nó là những hệ. 
dung môi hữu cơ tan được tốt trong nước và trong. trường hợp, nước lại là một thành phần 
chính của pha động. Tiêu biểu và được dùng khá pl trong loại hệ pha ngược là các dung môi 
methanol, axeton, axetonitril, tetrahydrofuran hay hŠn hợp của hai dung môi đó với nhau hay với 
nước, Ví dụ hỗn hợp methanol với nước, axetopitnŸ với nước, hay có thêm các chất tạo phức, chất 
điện ly, chất đệm pH,... 

Nói chung các dung môi để pha động cho hệ pha ngược là nước cắt, các alcon, các 
axelon, axetonitril có mạch cacbon ngắn, axit hay bazơ hữu cơ tan trong nước. 

Chính nhờ có đặc tính trên, '-HPLC được sử dụng rất phổ biến để tách nhiều loại hỗn 
hợp mẫu phân tích tử võ cơ đến , từ các chất không phân cực đến chất phân cực, kể cả chất có 
cấu tạo và liên kết ion, như việc axit, bazơ, các ion phức kim loại trong sắc ký cặp ion. 

Trong hệ pha RP-HPI¿C ẩày, thành phần của pha động cũng ảnh hưởng rõ rệt đến kết quả tách 
sắc ký, Hình Lô nội 4/BS ấn hy và đấ nh hung ca tình Hình địn ln Bay 
đổi thời gian lưu của chất tan, độ phân giải của hệ pha và chiều cao của pic sắc ký. Song chính do tính 
chất này mà người ;họn được các pha động có thành phần khác nhau, sẽ cho các điều kiện tách. 
thích hợp nhất cho. của các hỗn hợp mẫu có thành phần khác nhau. 

\ phản, tốc độ pha động cũng ảnh hưởng đến sự tách của các chất và chiều cao của 

'5b). Trong ví dụ này, ở tốc độ pha động F = 1,20 mL/ph, các chất (5 chất) đã đủ tách 
tỏi nhau.. 

'RP-HPLC, so với các chất hữu cơ, nước là một dung môi phân cực hơn. Do đó sự thêm 

\g môi hữu cơ làm pha động chạy sắc ký là để tạo ra một pha động phân cực hơn dung môi. 

tguyên một mình nó, mà lại kém phân cực hơn nước, song lại có được lực rửa giải của pha động 

cho các chất phân tích Xị. Nghĩa là pha động nảy có độ phân cực nằm giữa nước và dung môi 

cơ đó. Ví dụ thêm nước vào methanol sẽ được một pha động có độ phân cực lớn hơn methanol, 

thưng lại nhô hơn nước và tùy theo nỗng độ của nước trong pha động mà độ phân cực của pha động, 
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gần nước, hay gần dung môi hữu cơ. Tắt nhiên độ phân cực lớn hơn bao nhiêu lả phụ thuộc vào hảm 
lượng nước được thêm vào dung môi hữu cơ. Như thế nghĩa là ta đã tạo ra được một pha động có độ. 
phân cực nằm giữa độ phân cực của hai dung môi đơn ban đầu. Chính tính chất này làm cho hệ ph: 
RP-HPLC có tính linh động cao và tạo điểu kiện tốt cho sự tách sắc ký của nhiều loại hỗn hợp. lQX 


phân tích. 
Ngoài các dung môi chính như đã nêu ở trên, trong thành phần pha động của nhiều. „6lt 


tách với hệ pha ngược, côn có thêm: 

+ Chất đệm pH để ồn định pH cho quả trình sắc ký, hình 1. & 

+ Chất tạo phức để tạo ra sự rửa giải chọn lọc và sự tách tốt hơn. & 

+ Chất điện ly, chất tạo ion cặp trong sắc ký cặp ion, đẻ tạo điều kiện cho. :đ chế sắc ký xây. 
ra tốt. t 

Các vấn đề nói trên được mình họa trong các hình từ 1.27 đến 1.30. ẤCẦ) của ion chất điện ly 

(hình 1.27a), của nồng độ chất điện ly (hình 1.27b), ảnh hưởng của pH \g đến hệ số kị` (hình. 
1.28). 


“Sự phụ thuộc của hệ số phân bổ logD, 
TH ông độ (opC)e chia ã 


9 Hình 1.27b. Mối quan hệ giữa K, (logK) và nỗng độ MP (logC,p). 
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Đặc biệt là trong sự tách cúa các amin, aminoaxit, các axit hữu cơ, các nucleobazide, các ion kim. 
loại cũng như các anion, thì những chất phụ trợ này trong pha động, nếu chọn được thành phần (nồng. 
độ) phủ hợp, chúng cùng đóng góp rất tốt cho kết quả tách sắc ký của một hỗn hợp mẫu. Hình I.2§ jả 
một ví dụ về ánh hưởng của pH pha động đến hệ số dung lượng k, của các chất tan. & 


©) Với hệ sắc ký ion, IEx-HPLC 


Trong sắc ký trao đổi ion có trao đổi cation. ẤÍPLC ) và trao đối anion (AEx-HPLC) thì pha 
động là dung dịch nước của các axit, hay bazơ loắnỀy hoặc là dung địch nước của các muối kìm loại 
kiểm, có chứa chất đệm pH, chất cho ion tạo. ligan tạo phức. Ví dụ với pha tĩnh Dowex X50-8: 

+ Để rửa giải các ion kìm loại kiểm vấ  )Ểm thổ ra khỏi cột tách, người ta dùng dung dịch nước. 


của muối NHạCH;COO nông độ Ì M. 

+ Còn để rửa giái các ion CuIIfb(iD, ZaQD, Co(fD, Ni, người a phải đăng dụng dịch sxit 
HNO, 2,5M. 

+ Dùng dung dịch nước. YTA 0,04 M đến 0,1 M có chứa hệ đệm axctat pH = 4,6 để rửa giải 
các ion nguyên tố đất hiểm. 

Trong loại sắc ký ,„ đặc biệt là sự tách các ion kim loại chuyển tiếp, các nguyên tố đắt 
hiếm, thì pH của pha động xà chất tạo phức có ÿ nghĩa rất lớn trong quá trình sắc ký (hiệu quả tách). 

“Thuộc nhói ion, ngoài sắc ký trao đổi cation và anion, còn có sắc ký cặp ion. Trong sắc 
ký cặp ion, pha độ dùng dung môi nước và methanol là dung môi chính. Thêm vào đó là chất 
chứa ion tạo cặi đệm pH, chắt ligan tạo phức. Ví dụ, khi tách các nguyên tố đất hiếm bằng sắc ký. 
cặp ion trên gốt Đa tĩnh Hypersil ODS (C18) thì pha động là dung địch nước có chứa chất tạo phức 
a-HIB. lệm pH là muỗi NH„CH;COO, chất tạo cặp ion là SDS (Natri Dodecyl Sunfat). 
Hình 3 đồ của sự tách các nguyên tố đắt hiếm (NTĐH) theo loại sắc ký trao đổi cặp cation. 


ã 
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Bảng 1. 


Thời gian lưu, ( (phút) => 


Hinh 1.29. Tách các đắt. sắc ký cập lon. 
Pha tĩnh: Hypersi' ODS, 'cột 250 mm x 4 mm. 
Pha động: Dung dịch. và độm NH,CH;COO pH 4,6 
'Gradient .2 M trong 30 phút. 

Phát hiện: Thuốc thử. 'Coi. UV-VIS deloctor, À 20 nm. 


Nguyên tổ trong mẫu: 'Yb-LU). 
GÀ - s402306.2 2u 


ng Ö bi đâu Sex c3ấ006/Ld 
'C8. % uum. Pha động: MeOH/H;O, tốc độ: 1,8 mL/phút. 


Chất tan; Í (A), Benzaldehyde (B), Nitrobenzen (C), Methylbenzoat (D).. 
STT | Na Thời gian lưu giữ t„ (phú!) Kết quả 
LÀ của các chất tách sắc ký! 
^ B C D 
1 2 10/00 2200 43,00 88,10 tách tốt 
4 420 680 10,10 1720 tách tốt 
65 2430 3/00 3,80 480 tách tốt 
80 1/70 186 210 217 không tốt 
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4) Với hệ sắc ký chiết 


Khác với sắc ký trao đổi ion, trong sắc ký chiết (LLC) . pha động cũng có hai loại: ưa nước và ky. 
nước. Loại ky nước là đổi với sắc ký chiết pha thường, ở đây pha tĩnh cũng ky nước, còn pha động cị 
là những chất hữu cơ ky nước. Nó có thể là một dung môi hữu cơ, hay là hỗn hợp của hai hoặc by 
môi hữu cơ trộn với nhau, Ví dụ như chloroform. tetrachlorocacbon, benzen, ethyl axetat, ha) 
của các chất đó với nhau theo những tỷ lệ nhất định. Ngược lại, đối với sắc ký chiết „3 


lợp 
ha 


đệm pH, 


động lại là các dung môi hữu cơ phân cực, hay là dung dịch axit hoặc bazơ loãng có thê 
muối tan của kìm loại kiểm, kiểm thổ, có thể có cả chất tạo phức. 

'Trên đây là khái quát chung về pha động trong kỹ thuật phân tích HPLC. s chúng ta thấy 
KT TP ý tà hunôtrhdbbfKt-tEE-AE70i020Á.T04 2.2 để tách các đối 
tượng mẫu (loại mẫu) cụ thể của thực tế phân tích, đó lả: 

1) Bản chất của dung môi để pha chế pha động * 

"Đây là một yế tổ rất quan trọng, nó góp phần quyết định đến lug; tách sắc ký, đồng thời cũng. 
biểu hiện bản chất của mỗi loại sắc ký. 

2) Thành phần của các chất trong pha động 

'Khi thay đối thành phần của pha động, chúng ta tốt hay làm xấu sự tách sắc ký một 
hỗn hợp mẫu trên một hệ pha tĩnh đã chọn. Điều này có thể thấy trong ví dụ ở hình 1.25, hình 
1,28 và hình 1.31. 

3) pH của pha động 

'Yếu tố này có ý nghĩa rất lớn đối với sẵ lo đổi ion và cặp ion, hay một số trường hợp trong. 
sắc ký hắp phụ pha ngược và sắc ký chiết. ng sắc ký hấp phụ pha thường thì pH hằu như không 
có tác dụng, vì pha động ở đây là những ùng môi hữu cơ ky nước. Có thể nói ảnh hưởng pH của pha 
động thể hiện rõ trong các pha. „ nhất là các pha động có chứa nước. 

4) Tốc độ của pha động 

Vì khi pha động đã có một thành phần phủ hợp rỗi, nhưng nếu tốc độ rửa giải của pha động. 
không phù hợp thì cũng. được kết quả tách sắc ký hoàn toản tốt. Điều nảy có thể thấy trong vi 
cdụ ở hình 1.25b và trong đường cong của phương trình Van Deemton (hình 1.9). 

Đó là bốn y( trọng của pha động có liên quan và ảnh hưởng đến kết quả tách sắc ký của 
một hỗn hợp ¡ bốn yếu tố trên, nhiệt độ cũng có đóng góp ảnh hưởng đến kết quả tách. 
Nhưng yếu tố iều trường hợp không thể hiện rõ rằng và mạnh như bốn yếu tố đã nêu ở trên. Song 
trong thực \g ta cũng cần phải biết đến, để nếu có tác dụng, thì phải chọn và khống chế cho phù 
hợp nhằi f€ đích thu được kết quả tách tốt nhất một hỗn hợp chất mẫu. 

ra, đường kính đp hạt pha tĩnh và tốc độ của pha động cũng có ảnh hưởng đến sự tách các. 
4h nhnnernalmmmrhalnoalil 
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tốc độ tuyển tính, xínG) ~ 


Hình 1.30. Quan hệ chiều cao đĩa H với dp hạt phø tĩnh, độ u MP. 
Theo thứ tự từ 1 - 7 là các cỡ hạt: 5~ 7~ 10~ 15 ~ 20~ 30 345 — 40 m dp 
1600. Hệ số k' và thành. 

1400 kĂi~- 
1200 —spo 

I0 _ 
800 

s00 

“0 

200 

000 %ACN 

5 10 IS) 1 20 z% 30 3 

Hình 1.31. hệ thành phân pha động và hệ số k,' của chắt. 


12.5. Lực rừa giậÌã thành phần pha động 
'Trong kỹ thị tích HPLC, để đặc trưng cho một quá trình sắc ký, tức là quá trình rửa giải 


các chất phân tích ủi cột tách bằng một pha động nhất định, người ta đưa ra khái niệm về lực rửa 
giải E hay lực. rong quá trình tách sắc ký, lực E này là kết quả của tổng các tương tác của 
các phần tử. với pha động, với pha tĩnh và sự tương tác của các phẩn tử pha động với pha tỉnh. 
“Các tươn/ có thể được phần chia thành bốn loại như sau đây: 


g tác phẫn tán và bắp phụ; 


tương tác lưỡng cực; 
;° 'Các tương tác cầu hydro; 
đ) Các tương tác ĩnh điện. 
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Bốn loại tương tác nảy có liên quan chặt chẽ với nhau và tủy từng trường hợp cụ thể của mỗi 
hệ pha vả mỗi loại sắc ký mà loại tương tác nảo chiếm ưu thế. Khả năng, tỉnh chất và mức độ (ái lực) 
tương tác của các tương tác trên sẽ xác định độ lớn của đại lượng đặc trưng lực rửa giải E của pha. 
động đó. 

Nói chung, các đung môi phân cực sẽ tương tác ưu tiên và hòa tan tốt các chất mẫu. 
Trong trường hợp này, tương tác lưỡng cực và tương tác tĩnh điện cỏ ý nghĩa lớn. Tắt nhiên l: 
giải E còn phụ thuộc cả vào bản chất của dung môi hữu cơ để pha chế pha động và thảnh pl 
dung môi hữu cơ tạo ra pha động (bảng 1.8 và hình 1.32). Đồng thời trong một mức độ, 


cũng còn phụ thuộc cả vào pha tĩnh (bảng 1.7). Bảng 1.9 là một vài ví dụ về lực rửa giải Öja các dung 
môi đơn khi thực hiện sự tách trên chất nhồi cột chế tạo tử hai nguyên liệu nền Silic: vẤÒàJt nhôm. 
Khi thành phần pha động thay đổi, làm cho lực rửa giải E của pha động 'đổi (hình 1.32), 
tức là làm thay đổi thời gian lưu giữ của chất tan Xụ ở trong cột tách. Điều đó ïĩa là ứng với một 
thành phần của pha động thỉ ta có một giá trị lực rửa giải E nhất định và tương Ếolvới giá trị E đó chúng 
ta lại có một kết quả tách nhất định của một hỗn hợp mẫu (hình 1.25). cũng tử thực tế nghiên 
cứu thực nghiệm tách các hỗn hợp bằng kỹ thuật HPLC đã chỉ ra rằng, trị lực rửa giải E của pha 


động thay đổi 0,05 đơn vị, thì hệ dung tích kỷ của chất tan có th thay đếFGọng phạm vỉ từ 2 đến 4 lần đối 
với sắc ký hắp phụ với các hạt pha tĩnh nhỏ hơn 10 um (7 ~ Š ¡um). 

'Như vậy, lực rửa giải E của pha động vả hệ số dung lì của chất tan có liên quan chặt chẽ 
với nhau. Vì thể, để định nghĩa lực rửa giải E của một di động, người ta quy định và chấp 
nhận lực rửa giải của hai dung môi đơn lả nước cắt (có độ,ghền cực lớn nhất) và n-pentan (không phân. 
cực) đối với pha tĩnh trên nền silica và oxit nhỏm là nh: 'Ở đây coi như dung môi n-pentan có lực. 
rửa giải E = 0,00; nước cắt có lực rửa giải E = 1,00, nhất (xem ví dụ trong bảng 1.9). Như vậy, 
nếu trộn các dung môi trên với nhau, chúng ta sẽ pha động có lực rửa giải E nằm giữa giá trị 
trong vùng 0,00 và 1,00. 

Đồng thời bảng này cũng cho chúng. lực rửa giải E của một pha động cũng có phụ thuộc 
trong một mức độ nhất định vào loại chất pha tĩnh. Các kết quả thực nghiệm cho thấy rằng các. 
pha tĩnh nền siliea luôn cho lực rửa. BÀ: hơn pha tĩnh nền oxit nhôm và tuân theo gần đúng biểu 


thức sau đây; 
Eisue,= 0,7 ñ-Om) (1.52) 

Trong đó: E4suey: Lực gửa giải với chất nhỗi (SP) nễn siliea; 

Eạu oụp: L4 giải với chất nhồi (SP) nền oxit nhôm. 

"Như vậy, pha ti: nên siliea luôn luôn có lực dung môi nhỏ hơn pha tĩnh trên nền oxit nhôm, 
điều đó nghĩa là ảnh: 'của nên silica đến lực rửa giải E của pha động lớn hơn nẻn oxit nhôm. 

Mặt khác, lững pha động có cùng lực rửa giải, nhưng được pha chế từ các chất dung môi 
đơn khác nhau Ấg ảnh hưởng khác nhau đến hệ số dung lượng k;` của chất tan X,. Điều này chúng. 
ta có thể thấy*rong vi dụ về sự tách của hỗn hợp hai chất tan: (1)-Acetoxynaphthalen và (2)-I,5 
đinitroi (bảng 1.10). Điều này chỉ có thể giải thích được là do ảnh hưởng của bản chất và cấu. 
trúc phí các dung môi đơn trong pha động đó đến sự tách mà thôi. 

pha động gồm hai hay ba dung môi đơn được trộn với nhau, thì ứng với mỗi thành phần của. 
ta sẽ có một giá trị lực rửa giải Eup của nó. Vì thế qua việc thay đổi thành phần của các chất 

'pha động, chúng ta có thể điều chỉnh được lực rửa giải Eyp của hệ dung môi (hệ pha động) theo 

cầu để có được sự tách sắc ký tốt nhất đổi với một hỗn hợp chất tan Xụ nhất định. Và trong thực tế 
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phân tích HPLC, pha động có hai và ba chất trong tỷ lệ phù hợp thường được dùng phổ biến vả có hiệu 
tquả tách cao. 


Bảng 1.9. Lực rửa giải của một số dung môi đơn nguyên chất 
STT Tên dụng môi | Lực dung môi E trên nên SP & 
Silica Oxit — 
1 |m-Pemtan 0,00 000 
2 |m-Hexan 0/01 TM 
3 |mHepan 0/01 đaP” 
4 Tso Octan. 0,01 ân 
$ _ | Tetra Chloroeacbon (CCL,) 01 Q 0% 
6 _ | 1-Chloro Butan 0,20 026 
7 | Chloofom 0,26 _= 0,40 
8 _ | Dichloro-methylen (CHạCh;) 042 
9 | lo propyl Eter __ 
Ethyl Axetat 0,58 
11 | Teừa-hydrofran 0,57 
12 | Dioxan 049 0,59 
13 | Axetonitil 0,50 0/65 
14 | Mehanol so 073 095 
15 | Nước & - 100 100 
` 
Na ia động được rộ từ lgbŠẾg nội A à 5 với A là ch, lực sử gi Bạy được âh 
Ban, _  =—= (153) 
^J) amlog[Xeam(Eox— Eos) + (L ~ Xạ)] 
Trong đó: _ 
~œ: Hệ số của pha ĩnh; 


ri. --4 8rsekcAptpobdbocsee 
“độ (số mol riêng phần) của dung mỗi B trong pha động; 
tích phân từ của dung môi. 


A là dung môi chính có thành phần chiếm trên 50%, B là dung môi phụ được thêm vào 
chính A có hàm lượng nhỏ hơn 50% để điều chỉnh lực rửa giải pha động E„p trong một hệ 
LC đã có. 


S 
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Bảng 1.10 là một ví dụ về ảnh hướng của thành phân chất dung môi đơn tạo ra pha động và hệ số 


dung lượng của chất và lực rửa giải Epw của pha động đó. 


mỗi đơn tạo ra pha động. 


“Tắt nhiên lực rửa giải Ea của pha động là có liên quan chặt chẽ đến độ phân cục của _ 


Bảng 1.10. Ảnh hưởng của bản chất dung môi pha chế pha động đến 
hệ số dung lượng k; của chất tan trong điều kiện pha động 


có cùng lực rửa giải Eup = 0,25 


F4 


% B trong peman kh ¬ E779 
30% Benzen 25 $I 4 
25% Diethyl ete 25 29 Q1e 
239%, Dichlomethan. $5 s4 1,05 
4% Ethyl axetat 29 54 kì 1/86 
0,5% DMSO. 1Ó 35 tS) 3,50 


Hình 1.ÝÉ SỐ: phụ thuộc lực rửa giải vào thành phân pha động. 


"PHÊ gÌhg là dung môi n-Pentan (A) có thôm dưng môi B là: 
1A 0ÊI,, 2~ Propyl Chiorua, 3~ CH;Cl;, 4— Axelon, 5 — Pyridin. 


Trên đây là lức tính gần đúng lực rửa giải E„y của một pha động gồm hai thành phân (hai 
dung môi đơn - Trong thực tế, loại pha động hai thành phần thường được sử dụng phổ biến nhất, 
sau đó là pha thành phần. Song cũng có một số trường hợp pha động gồm ba hoặc bốn thành 


phần và tron; \g trường hợp này, việc tính lực rửa giải Emp cũng tương đối phức tạp. 


nhiều kết quả thực nghiệm đã chỉ ra rằng, lực rửa giải Eaap của một pha động là một đại 

lượng \g cho độ mạnh tách sắc kỷ của pha động đó ứng với một pha tĩnh nhất định và nói chung 

nó Ấư là hàm số của tỷ lệ thành phần của từng dung môi tạo ra pha động đó, đồng thời cũng phụ 

độ phân cực và bản chất, cấu trúc phân từ của mỗi dung môi. Điều đỏ có nghĩa là #ai yếu £Ổ 

Chất của dung môi đơn và thành phần của nó trong pha động là yếu tố chính quyết định lực rửa. 
'Eup của một pha động. Điều này được mình chứng trong ví dụ về sự tách ở hình 1.32 và bảng 1.10. 
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Bảng 1.11. Độ phân cực của một số dung mỗi theo Rohrschneider. 


T 


STT Tên dụng môi Độ phân cực P' 
1 | Xyelohexan L 020 — &$ 
2 Xyclopentan Ì ~020 
NIE ›—— XP 
4 n-Hexan 0,10 
5 n-Heptan 020 
6 2.Chloro-propan 020 
7 Disunfua cacbon (CS;) 

8 — | LChlerobuan 

9 “Tetra chloro cacbon. 

10 | Toluen 

" Ethyl eter 

2 n-Butanol 

13 | n-Propanol 

14 'Chloroform. 

15 | Ethanol 430 
16 Axeton $,10 
I7 | Melhanol EsÀ s" 

A8 | Axetonimil E 580 
19 | Ethylglycol R®> 6,90 
20 | Fomamde vV” 9/60 
21 | Nước cất `4 10/00 


Mặt khác, chúng ta cát ty rằng, trong kỹ thuật HPLC, trong một số trường hợp, pha động chỉ 
là một dung môi đơn. Nhưấyn Jồai pha động nảy là hiếm. Còn pha động bao gồm hai dung môi đơn trộn 
với nhau là phổ biển và đước trộn với nhau theo một thành phần phủ hợp nhất để thu được kết quả tách 
'Xị. Trong hệ NP-HPLC thì pha động là không phân cực hay ít phân cực. 
› pha động là phân cực. ` 

“Theo b4 Y1, tong các dung môi dùng cho HPLC, hiện nay có HO là dưng môi có độ phân 
cực lớn nhất /đó đến formamide, ethylglycol, axetonitril, methanol. Tắt nhiên ở đây có dung môi 


không pÌ hay rất ít phân cực và có dung môi phân cưc. Quan niệm về độ phân cực của một dung. 
môi, cÍ nay còn có một số khái niệm khác nhau. Nhưng trong sắc ký lỏng hiệu năng cao, thì định. 
nghĩ; ›hrschneider là phù hợp hơn cả. Vì thế khái niệm (định nghĩa) nảy được sử dụng để tính. 


rửa giải E„p của pha động trong kỹ thuật HPLC. Tắt nhiên đó chỉ là những tính toán gần đúng. 

¡ thích các vấn để của sự tách sắc ký của thực tế. Song nó vẫn là những khái niệm ban đầu còn. 
ig được tiếp tục nghiên cứu và hoàn thiện. Bảng 1.11 là những ví dụ về độ phân cực P của một số 
Ig môi hữu cơ đã và đang được dùng trong HPLC theo quan niệm của Rohrschneider. Ở đây cũng lấy 
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n-heptan làm mốc không (E = 0,00), đặt độ phân cực của nó logP = 0,000, nước cắt có độ phân cực lớn. 
nhất, logP = 1, hay P = 10,000. Sau đỏ các chất khác đều so với hai chất này. 


Như vậy, theo định nghĩa của Rohrschneider, thì độ phân cực của các dung môi hữu cơ thay đỗ 

2,00 đến +10,00 và theo những nghiên cứu của kỹ thuật HPLC. người ta thấy khi đại lượng 

h: ] lần, thì hệ số dung lượng kị' sẽ thay đối xấp xỉ 10 lần. Điều nảy có thể được giải thị 
phương trình sau: 


k;/k," = 1001-P22 
đối với hệ sắc ký pha thường (NP-HPLC). & 
Còn đối với hệ sắc ký pha ngược (RP-HPLC) lại tuân theo công thức sau: _ CỀZ 
kẹt dự ' (155) 


Nói tóm lại, dự nh Bi am ca nấ pìn địng và gần cục P la ầg mái đồ ra chí gam 
pha động đó luôn luôn có quan hệ chặt chẽ với nhau và là một yếu tố có RuỀ) ưởng trực tiếp đến thời 
gian lưu giữ tạị của các chất tan X; đối với một hệ pha nhất định. Nói Rẹ. ,ấế thay đổi thành phần của 
các chất tạo ra pha động luôn luôn kéo theo sự thay đổi thời gian l chất tan và qua đó có thể 
làm tốt hay làm xấu đi sự tách sắc ký của một hỗn hợp chất mẫt tích Xị. Chính vì thế, qua việc 
chọn pha động có thành phần và lực Exp phủ hợp, chúng ta sẽ quả tách tốt đối với một hỗn hợp. 
mẫu đã cho. Hình 1.33 là một ví dụ về ảnh hưởng của pha động đến hệ số dung lượng kị" 
của chất tan Xi. 


“ 
Dung môi A: Diehlo Ethan. 


Dung môi B: Tetra Hydrofuran 


2z (%B) 
% B trong dung môi Á > 
Hình 1.33. Mối quan hệ giữa hệ số dung lượng k“ 


và thành phân pha động (dung môi B). 
Dung môi A: Dichlo Ethan; Dung môi B: Tetra Hydrofuran (THF). 


. Các cân bằng động học trong cột tách HPLC 


cân bằng động học của các chất X¿ trong quá trình sắc ký xáy ra trong cột tách HPLC là 
'vấn đề hết sức phức tạp, đa dạng vả còn nhiều điểm vẫn chưa thể giải thích đầy đủ được cả về lý 
iết và thực nghiệm. Vì thế ở đây chúng ta chỉ đề cập đến vài vấn đề chính cơ bản, với hy vọng 
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lảm sáng tỏ bản chất, cơ chế chính của quá trình tách sắc kỷ (HPLC) và các yếu tổ ảnh hường đến 
nó, vi dụ như: 
— Bản chất của tương tác chính ở trong cột tách của các chất, các pha; 
~ Các cân bằng động học trong cột tách; & 
— Thành phần pha động và các cân bằng động học; 
~ Các yếu tố có ảnh hưởng đến cân bằng trong cột tách; _ 


Các vấn đề này đều có liễn quan đến các cân bằng động học, sự tương tác, bản, ủa các tương. 
tác giữa các cấu tử (pha tĩnh, pha động vả chất tan Xạ) ở trong cột sắc ký khi chị hành rửa giải 
một hỗn hợp chất tan trong những điều kiện sắc ký đã chọn. Lúc này thành. động, tốc độ rừa 
giải của pha động, pH của pha động, nhiệt độ cột tách trong quá trình sắc ký. 'bố của các chất 
tan giữa hai pha tĩnh và động có tuân theo quy luật đẳng nhiệt tuyến tính. tông tuyến tính. Đồng, 
thời góp phần thêm vào đó còn có các hiện tượng khuếch tán vả đối Ì '€hất tan ở trong cột tách. 
Các cân bằng phân bố nhanh hay chậm đạt được. Đó là những hì \g có thể xảy ra đồng thời 
trong quá trình chạy sắc ký, nhưng lại không độc lập nhau, mà luôn có ảnh hưởng qua lại 
In nhau. Các ảnh hưởng đó cuỗi cùng dẫn đến kết quả của sự; ắc ký của các chất tan Xị có tốt 
hay không. 

'Về mặt động học của sự tương tác của các chất tron 
phân tích (chất tan X\) được nạp vảo cột tách, trong cội 

1) Pha tĩnh không chuyển động và ở đây chỉ c 
trung tâm hoạt động sắc ký) là có những tương tác lịnh, như hấp phụ hay trao đổi ion xủy ra. 

2) Các chất phân tích X vừa chuyển động đờ đầu cột đến cuối cột và đồng thời trong quá trình di 
chuyển này lại luôn luôn có sự phân bế lại gị động và pha tĩnh để tạo ra sự tách sắc ký. Nghĩa là 
chúng bị pha tĩnh hắp phụ, rồi lại bị rửa gi pha động và cứ như thế diễn ra liên tiếp nhiều lần, nối 
tiếp nhau, từ lúc chất phân tích X; ở đầu đề ký đến khi nó đến cuối cột tách. Như thế tức là có hàng 
loạt các cân bằng động học xáy ra liên 

3) Pha động, là dung môi ¡ các chất tan Xụ và nó chuyển động theo một tốc độ nhất định. 
trong quá trình sắc ký chúng ta tốc độ bơm MP. Đồng thời cũng chính trong quá trình chuyển 
động này, nó tương tác v‹ chất tan, lôi kéo (rửa giải) chất phân tích Xụ tan vào pha động và mang 
chất phân tích ra khỏi cột tách ắc ký.. 

Như vậy, trong quáarinh sắc kỷ ở trong cột tách luôn luôn xảy ra đồng thời ba tương tác chính, 
đó là: 

~ Sự tương cân bằng của chất tan với pha tĩnh, có lực F(1); 

~ Sự trợết, và cân bằng của chất tan với pha động, có lực F(2); 

~ Sw4fồng tác của pha động với pha tĩnh, có lực F(3). 

34 mô tả ba sự tương tác này trong cột tách sắc ký. 
quả của ba tương tác đó làm cho các chất tan Xị (chất phân tích) được phân bổ vào pha tĩnh 
động theo những tỷ lệ nhất định trong các điều kiện sắc ký đã chọn. Nghĩa là mỗi chất tan X; sẽ 
vào hai pha, pha tĩnh và pha động theo những tỷ lệ nhất định và điều đó dẫn đến sự tách được 
không tách được các chất ra khỏi nhau trong một hỗn hợp mẫu được nạp vào cột tách. 


ký, chúng ta đều thấy rằng, khi mẫu. 
tồn tại đồng thời ba thành phần chính là: 


vị trí chứa nhóm chức hoạt động sắc ký (các 


` 
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Tuy ba tương tác trên xảy ra đồng thời, nhưng bai tương tác (1) với lực Fạ và (2) với lực F; là 
quyết định chính cho một quá trình tách sắc ký. Nếu chúng ta gọi lực tương tác của ba tương tác đó là. 
F\, F; và F thì tổng của ba lực tương tác đó là lực F„x sẽ quyết định thời gian lưu giữ tạụ một chất tan ở, 
trên cột tách. Nghĩa lả chúng ta có biểu thức: 

Đặc = (Eị+ F; + E) ) 


Tắt nhiên lực Fạy, là tổng đại số của ba lực thành phần F;, F; vả E;. Nhưng vi trong. này, 
hai lực tương tác F; và F; là ngược nhau. Một cách tổng quát và hình thức toán học, chủn; thể mô 
tả ba tương tác đó theo mỗ hình trong hình 1.34. 


Hình 1.34. Mô tả sự tương tác t 


chiều nhau; ở đây F; là giữ chất tan Xụ lại 
ï đỏ thì hai lực E, và F; là hai tương tác cạnh 


“Trong ba lực tương tác trên, hai lực F¡ và E; là 
trên pha tĩnh, còn F; là kéo chất tan Xạ đi vào pha đội 
tranh của chất tan và pha động lên pha tĩnh. Tát ng những điều kiện sắc ký nhất định thì những, 
tương tác trên là các cân bằng động. Các cân bẻ ng học này là điễn biến liên tục suốt trong quá 
trình chạy sắc kỷ từ khi ta nạp chất mẫu X, cột tách cho đến khi chất tan cuối cùng được rửa 
giải ra khỏi cột tách. Nếu pha động có thành §hẦn không đối (không chạy građient MP), thì hai lực F và 
E; là yếu tố quyết định chính. Vì lúc này l = const. 

Trong quá trình điển biến như. \g cột sắc ký, chất tan Xụ nào có lực tương tác tổng cộng. 
E„ lớn nhất sẽ bị giữ lại trong cị K@ nhất, nghĩa là nó được rửa giải ra sau cùng. Ngược lại, chất 
tp of hh th mg ươg ánh dc NỘ Fan 
hai chất kế tiếp nhau Xạ và X: trọng hỗn hợp mẫu phân tích khác nhau nhiều thì sự tách của hai chắt này. 
sẽ là tốt nhất. Nghĩa là các. lược tách hoàn toàn ra khỏi nhau sau quá trình sắc ký và mỗi chất X, sẽ 
có một pie riêng biệt (hình 134b), 

Tóm lại, trong, lg tắc trên ta thấy: 

a) Tương tác lực F; phụ thuộc vào tính chất và các đặc trưng của pha tĩnh như loại pha. 
tĩnh, kiểu xốp, vị trí nhóm hoạt động sắc ký trên bề mặt pha tĩnh. Đẳng thời cũng phụ thuộc. 

cấu trúc phân tử của chất tan, các loại nhóm thế có trong phân tử chất tan. 
tác (2), đực #; phụ thuộc vào bản chất của các dung môi tạo ra pha động và thành 


là động, lực ion của pha động, tính chất của ion trao đổi (ion đối) của pha tĩnh, chất và ion của chất tạo 
cặp trong sắc ký trao đổi cặp ion. 
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So với hai tương tác (1) và (2). trong hình 1.34, thi tương tắc (3) không đóng vai trỏ quyết định. 
Lực F; cũng có thể dương và cũng có thể âm, tủy theo mỗi trường hợp cụ thẻ, nó có sự tương tác cạnh. 
tranh của chất tan và các phân tử của pha động lên pha tĩnh. Vì thể cũng chỉ đóng góp thêm một phả) 
nhỏ nhất định vào thời gian tổn tại của chất tan trong pha tĩnh vả chỉ thấy rõ ở kiểu sắc ký có 
gradient thành phần MP. Còn khi chạy sắc ký không gradient pha động thì tương tác (3) với H 
thường hẳng định trong một hệ pha. 

Một cách tổng quát vả từ những kết quả thực nghiệm khi xem xét các cân bằng độn; 
và (3) của sự tách sắc ký trong kỹ thuật HPLC, người ta thấy được lực E,„, các cân bằng. 
cột sắc ký là phụ thuộc vào các yếu tố như: 

1) Bản chất và các đặc trưng của pha fĩnh, kiểu cấu trúc xốp, độ xốp, F - sâu và loại 


nhỏm chức hoạt động sắc ký, kích thước và dạng hạt của phạ tĩnh. 


2) Bản chất của dung môi tạo ra pha động và thành phần của chủng, giải của pha động 
khi chạy sắc ký. 

3) Tính chất của ion đối và ion tạo cặp trong sắc ký iơn. c 

4) Giá trị pH của pha động. 

5) Chất hoạt động bề mặt, chất tạo phức, chất làm chị điện ly có trong pha động hay 
trong mẫu. 

6) Nhiệt độ cột tách trong quả trình chạy sắc ký. 

Tất cả những yếu tố này đều đóng góp trong. độ nhất định vào lực lưu giữ E, của 


chất tan Xị và đưa đến kết quả là có sự tách sắc ký tốt hấy không tốt của một hỗn hợp mẫu trong một 
điều kiện nhất định chạy sắc kỷ. Đồng thời cũng c] lo những tính chất trên mà chúng ta có thể tìm 
được những thông số và điểu kiện phù hợp cho s4 sắc ký một hỗn hợp mẫu phân tích để có kết quả 
tách tốt nhất qua việc nghiên cứu thay đổi và l (tối ưu) các yếu tổ đó. 


"Nhưng hai yếu tổ quan trọng nhất. là bản chất của pha tĩnh và pha động. Nếu pha tĩnh 
là chất hắp phụ thì ta có sắc ký hắp phụ. tĩnh lả chất lỏng ta lại cỏ sắc ký phân bố (hay sắc kỷ 
chiết). Trong trường hợp nây, chất tan' bố giữa hai pha theo cơ chế chiết liên tục trong dòng chảy. 
của pha động. Khác với hai loại pha tĩnh lả các chất có mang nhóm trao đổi ion, thỉ ta có sắc 
ký trao đổi ion. Trong loại sắc Chất tan được phân bố giữa pha tĩnh và pha động theo cân bằng. 
trao đổi ion qua các nhóm chức. ion trao đổi (ion cửa của pha tĩnh) mang điện tích ở trên bŠ mặt 
pha tĩnh. Khi đó, với sắc kì ion thì sự phân bố của chất tan ở dạng hợp chất liên hợp giữa pha 
tĩnh và pha động theo cả. chế vừa hắp phụ và trao đổi ion. Còn trong sắc ký thẩm thấu qua gel 


thì các chất tan Xị lại giữa pha động và pha tĩnh được coi như là sự rây (sảng lọc) phân tử các 
chất X theo độ l tước của nó). Nghĩa là các phân tử chất nào có kích thước nhỏ nhất sẽ chui 
vào sâu trong ct lỗ xốp của hạt pha tĩnh, các phân tử lớn nằm ngoài cùng, chúng sẽ được rửa 
giải ra trước. 

'Như vấy, qua các cơ chế của từng loại sắc ký đã nêu, chúng ta thấy dù ở loại sắc ký nào thì cũng, 
luân có bỗ của chất tan X, giữa pha tĩnh và pha động. Sự phân bỗ này được đặc trưng bởi cân 
'bằng p| với hệ số phân bố K; được tính theo công thức: 

Ki = Cụsp/Ciwr, (157) 


Trong đó C¿sp, và Cạaup, là nồng độ của chất tan X; trong pha tĩnh (SP) và trong pha động (MP), 
'ø môi chạy sắc ký (pha động giải hắp các chất tan X¡). 


§0 


Cân bằng phân bố nảy của các chất tan X; giữa hai pha động và pha tĩnh cũng tuân theo quy. 
luật phân bố Langmuir với ba dạng và chỉ ở nông độ chất tan X; nhỏ ta mới có sự phân bố tuyến tính 
(hình 1.35). Còn ở vùng nồng độ lớn, sự phân bồ thưởng là không tuyến tính (hình 1.35), hoặc phí 
bổ lỗi, hoặc phân bỗ lõm. Nhưng trong kỹ thuật phân tích HPLC, lượng mẫu được nạp vào cột 
nhỏ, nghĩa là nỗng độ C¡ là nhỏ, nên hẳu hết các trường hợp ta có sự phân bố tuyến tính và pie 


pic sắc ký sẽ không cân đối, chân của pie sắc ký sẽ bị doãng rộng theo sự tăng nông độ C; 
tách. Điều đó dẫn đến kết quả sự tách của các chất Xị không tốt. Vì thế không nên nại \g mẫu Qị 
lớn hơn lượng mẫu giới hạn (Q„›) vùng tuyến tính cho phép vào cột tách. 
b9) 
"¬ % 
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L7 ”g 
Lượng mẫI cột 


4 , 
(1) Tuyến tính (2)~ Phân bế lõm (3) ~ Phân bố lỗi 


Hinh 1.35. Mối quan hệ giữa pic sắc ký và sự phân bồ chắt tan. 
4 'Ba dạng đẳng nhiệt: (1)~ Tuyến tính; (2) ~ Dạng lõm và (3) ~ Dạng lỗi. 
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Nội chung, sự phân bổ của các chất tan X, vào hai pha của một hệ sắc ký phụ thuộc vào nhiều 
yếu tổ. Song hai yếu tố quyết định chính là bản chất, câu trúc và thành phần của pha tĩnh và pha 
động, các yêu tố khác, như pH pha động, nhiệt độ. 
là, trong những điều kiện nhất định, chất tan X; có thể tồn tại ở pha nảo nhiều hay ít, bị lưu giữ lâu, 
không lâu trên cột tách, là tủy thuộc vào sự xử sự, sự tương tác của nó đổi với mỗi pha theo cí 
chất đặc trưng của mỗi pha, trong điều kiện sắc ký đã chọn. Tức /à các đặc trưng nhiệt động. 
bằng phân bồ trong trạng thái dòng chảy liên tực. Nôi chung, chất tan tồn tại ở pha nào li 
đó nó phải có hoạt độ nhiệt động học thấp nhất ( iệt động thấp nhất, AG nhỏ). Như thế, 
có ở pha tĩnh, thì chất tan Xụ sẽ được giữ lâu trên pha tĩnh và bị rửa giải ra khỏi cột tách là nhất. 

Mức độ bị lưu giữ của chất tan X4 trong một pha nào (SP bay MP) được xác địnĐồi sự tương tác 
của phân tử của chất tan X4 với mỗi pha (SP và MP). Sự tương tác này có tương tế bhần cực và tương 
tác không phân cực. Đó là các tương tác của các phần tử theo các kiễu: 

~ Tương tác tĩnh điện kiểu lực Cu-lông.. 

~ Tương tác lưỡng cực với lưỡng cực (tương tác Van der-Waal). — VY 

— Tương tác lưỡng cực với lưỡng cực cảm ứng. NÙ 

~ Tương tác của sự liên kết cầu hydro. 

~ Sự tạo phức bền, có sự thay đổi hay chuyển điện tích. 

~ Sự liên hợp phân tử. 


Đó là các tương tác đặc trưng thường thấy ở tử phân cực với nhau hay với phần tử 
không phân cực. Bên canh đó còn có sự tương tác trưng của các phần tử không phãn cực với 
nhau do tác dụng của các lực phân tán và hấp pht /đề này rất phức tạp, đa dạng và phụ thuộc nhiều 
vào các điều kiện sắc ký. Vì thế những vấn đề ở đây chỉ là những nhận xét chung có tính chất 
định hướng. Còn trong mỗi trường hợp cụ Tmột hệ pha được dùng cho sự tách một hỗn hợp mẫu 
cụ thể, trong các điều kiện sắc ký đã ta cẩn xem xét chỉ tiết riêng biệt cho phù hợp với mỗi 
loại sắc ký và hỗn hợp mẫu phân tích X, thau. 


1.2.7. Ảnh hưởng của phân từ chất tan 

Cùng với hai yếu tố quy dị kết quả của sự tách là pha tĩnh và pha động, thì cấu trúc của phân 
tử chất mẫu (chất phân tich, tan X;) cũng là yếu tổ thử ba đóng góp vao việc quyết định kết quả. 
tách sắc ký. Ở đây cầu trúc ÕhâÀ tử chất tan, các nhóm thể, số nhóm thể, cấu trúc và vị trí của nhóm thể 
có trong phân tử chất tan cũâg ảnh hưởng rõ rột đến sự tách sắc ký trong một hệ pha nhất định. Nghĩa là 
4 x5 0 2xx enl0A9lgeise4biense5imese 
sắc ký. 

Xem xét. 
thuộc vào các, 


'h tổng quát về vấn để nảy, người ta thấy thời gian lưu tụ của một chất tan phụ 
sau đây: 
trúc phân từ chính của chất tan (chất mẫu); 
nhóm thế, độ lớn và cấu trúc nhóm thế, 
trí nhóm thể trong phân tử chính của chất tan; 
Số nhỏm thể cỏ trong phân tử chất tan; 


4 ~ Các chất dị tố có trong phân tử chất tan; 
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Tắt cả các yếu tổ này có ảnh hương đến kết quả tách như thể nào là còn có quan hệ chặt chẽ với 
bản chất của mỗi hệ pha trong những điều kiện thí nghiệm nhất định và tất nhiền củng một chất tan, 
nhưng với hệ pha thường (NP- HPLC) v với hệ pha ngược (RP-HPLC), chúng sẽ xử sự hoàn toàn : 


nhau và kết quả sắc kỷ cũng khác nhau. Sự khác nhau nảy là do bản chất của pha tĩnh và pha động, 
định, hình 1.36a là một vĩ dụ về điều đó. Trong ví dụ này, hệ pha ngược (b)-RP- HPLC cho kết 
tốt hơn hệ (a)-NP- HPLC. 
'Với sắc ký hắp phụ pha thường (NP-HPLC) 
Nói chung trong loại sắc ký nảy, khá năng của chất tan Xị bị lưu giữ trên pha tigftBpụ thuộc. rất 
nhiễu vào độ lớn và tính phân cực của phân từ chất tan. Nếu phân tử chất tan có đạn; „ trong đó R- 


là gốc hữu cơ, còn X là nhóm thể, thì thời gian lưu giữ tạụ của chất tan X¿ trên cột thứ tự sau 
đối với nhóm thế X là: Nhóm thế alkyl < halogen (F, CI, Br. J) < ether < tert filil < nitro < este 
của axit hữu cơ < xelon < andehit < pri-amine < amid-axit < alkohol < Ê sút cacboxylie < 


sunfo axit. Như vậy chất tan Xị nảo có độ phân cực nhỏ nhất trong hỗn hợp; 
trước tiên, chất tan Xị nào có độ phân cực lớn nhất sẽ được rửa giải ra sau 
Ngược lại, trong một dãy đồng đẳng, thời gian lưu của chất 
của chúng, Nghĩa là trong một dãy đồng đẳng, chất tan nào có phãy 
trước (hình 1.36a và bảng 1.12). Mặt khác, khi số nhóm chức. 
thời gian lưu tạị của nó cũng bị ảnh hưởng nhiều, tăng hay gì 


, nó sẽ được rửa giải ra 


theo khối lượng phân từ 
lượng nhỏ sẽ được rửa giải ra 
tử chất tan Xị cảng nhiều thì 
"mạch cacbon. 


b) 


Hệ RP-HPLC 
10 phút 
k) Hình 1.36a. Ví dụ sự tách một hỗn hợp mẫu theo hai hệ pha. 
Chắt PT: Bonzen (1); Metoxy~Benzen (2); Niro-Benzen 
(3; Benzo-Niti (4) và Phenol (5). Detector: UV, 2 = 254 nm. 
#9 (4) Hệ NP-HPLC: SP: Lí. Chrosorb S-60, 5 „m, Cột 250 x 4,8 mm. 


4 MP: n-Hexan/lsobutanol 98/5 (/V), F = 1,50 mL/ph. 
(b) Hệ RP-HPLC: SP: LI-Chrosorb PR18, 5 ,m, Cột 260 x 4,6 mm. 
.MP: Axetoniril /Nước 80/20 (/V),F = 1,50 mL/ph. 
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'Bảng 1.12. Ảnh hưởng của độ lớn nhóm thế đến thời gian lưu tr, 


Tên chất Các nhóm thế RI, R2, R3 Fs 
RI R2 R3 | & 
1, Nirazin H -C›H; -CH | - 060 
2. Atrazine -H ~CH; ~C:H; 040) Ea 
3. Propazine -H ~C;H; ~C;H; m 
4. Trietazine ~C;Hs ~C;Hs ~C:H‹ 
5. IpaZine -C¿H; ~C¿H; ~C;H; “& 
'Với sắc ký hấp phụ pha ngược (RP-HPLC). 
Nói chung, ảnh hưởng của phân tử chất tan đến sự tách trong pha Tn lại với pha thường, 
đã nêu ở trên. Ủ đấy, người ta thấy thởi gian lưu tụ của chất tan X¿ tăn/ tan của nó trong nước. 


có độ phân cực lớn, nó 
Íắt tan nào ít phân cực nhất sẽ 
tới thời gian lưu trong trường 
eacboxylie < phenol < alkohol < 


giảm. Điều này có nghĩa là chất tan ít phân cực sẽ bị lưu giữ lâu 
ngược lại so với hệ NP-HPLC, hình 1.36a. Như vậy trong hệ pha 
được rửa giải ra sau cùng của quá trình sắc ký. Tác dụng của 
hợp của hệ pha ngược tuân theo thứ tự sau: Nhóm Sunfo axit 
amid axiL<.... < hydro cacbon. 


'Còn trong một dãy đồng đẳng, với hệ pha ngược, lan lưu tăng theo chiều dài mạch cacbon 
của nhóm thế và số nhóm thế. Ví dụ khi tách hỗn bốn chất như: phenol, (CH:)-phenol, 
2(CH;)-phenol và 3(CH;)-phenol, ta thấy hệ số. kạ" tăng dần theo số nhóm thế ~CH; từ một 


nhóm đến ba nhóm thế trong hệ pha tĩnh RP-18 và \g là hỗn hợp MeOH và H;O (hình 1.36b và 


bảng 1.12), 
Như ví dụ trong hình Đụ VỆ khi có thêm hai nhóm thể (-OH) thì thời gian lưu 


giảm, còn khi thêm 1, 2 và 3 nhóm thế thời gian lưu lại tăng. Cũng tương tự, khi phenol có 
thêm nhóm thế ~C;H; và ~C:H. 


> Hình 1.36b. Sự liên hệ giữa nhóm thế của chắt mẫu và log k,' 
(trong hệ RP-HPLC). 


đây chỉ là một ví dụ, tắt nhiên trong thực tế là rất đa dạng và đối với một hệ pha thì ảnh 
ủa cấu trúc phân tử chất tan và các nhóm thế là rất khác nhau. Với hệ pha thường và hệ pha 
nói chung ảnh hưởng này là ngược nhau tương tự như trong tính chất của hai hệ pha đó. Vì thể 
ng mỗi loại mẫu phân tích cụ thẻ, hay mỗi nhóm chất phân tích cần tách, chúng ta cần phải nghiên 
cứu và tiêu chuẩn hóa các điều kiện sắc ký thì mới có được kết quả tách tốt nhất. 
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1.2.8. Ảnh hường của thể tích mẫu nạp vào cột tách 

Nghiên cứu vẫn đẻ này, chúng ta thấy rằng, nói chung trong một thể tích mẫu (Vs hay lượng mẫu 
Q:— Vs.C/) nhất định nhỏ hơn thể tích giới hạn Vọ (hay Q; = V,C,) thì khi lượng mẫu (nồng độ chỉ 
được nạp vảo cột tách tăng thì chiều cao H của pic sắc kỷ cũng tăng theo tuyến tính. Còn khi lượn 
nạp vảo cột là Vs lớn hơn V, (Q;> Q,) thì lúc này sẽ xảy ra hiện tượng lả: 

a) Chiều cao pie sắc ký không tăng tuyến tính với lượng mẫu, C¡. 

'b) Độ rộng của pic sắc ký lại tăng rõ rệt, khi lượng mẫu tăng vượt quá giới hạn Q,` nào. 
đó. Do đỏ nỏ ảnh hướng rõ rệt đến độ phân giải (sự tách) của hai chất cạnh nhau. Đồng hà lúc này thời 
gian lưu của chất cũng có thay đổi chút ít. Hình 1.37a là một ví dụ về vấn đẻ ảnh hn 

©) Làm tăng chiều cao của đĩa Hạ, do đó làm giảm hiệu lực tách (NạJ). 


'Để làm sáng tỏ vấn để này, chúng ta hãy quan sắt ví dụ về sự tách. ý trong hình 1.37. Theo. 
kết quá tách trong hình 1.37a cho ta thấy, khi thể tích mẫu tăng thì chiều pic sắc ký không tăng 
đều đặn, mả sự mở rộng pc lại cảng rö rệt hơn. co 


< 
Thời gian lưu, tạị (phút) + 


Mối quan hệ giữa lượng mẫu với độ doãng pic sắc ký. 


mi #2 Y, ương ông si hạng mẫu 0 = V,C đc ml là lạng mấc gi hạn im 
có thể được Ếiệp nạp vào cột tách. Nhưng trong thực tế phân tích HPLC, người ta thấy rằng không nên 
nạp Ì\ vào cột tách sắc ký bằng thể tích giới hạn Qọ, mà thường nhỏ hơn một it (10%), để có 
được NÊN tách sắc ký cao nhất. Thông thường lượng mẫu Q; nạp vào cột tách tốt nhất là trong 
xe '60 đến 90% của Qạ giới hạn. Tức là lượng mẫu Q, = V;.C; cần nạp vảo cột tách phải thỏa mãn 
s Q < Q 
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Đồng thời khi lượng mẫu Q; được nạp váo cột tách sắc ký tăng thì cũng làm tăng hệ số dung. 
lượng của các chất, hình 1.37b lả một ví dụ. Như t nhiên khi hệ số dung lượng của chất phân tích 
tăng cũng sẽ làm tăng chiều cao H„; của mỗi chất, tức là hiệu suất tách sắc ký giảm, vì lúc nảy Nạ; giả 
theo lượng mẫu được nạp váo cột tích tăng, hình 1.37b và 1.37c. Như trong hình 1.37b, khi lượng 
lớn hơn 1 ug/mL thì chiều cao đĩa Hạ, tăng rất nhanh và khi ` cảng lớn, Hạy tăng nhanh hơn, tứ 
'Nạ càng giảm. Còn ảnh hưởng của cỡ hạt dp pha tĩnh được minh họa trong hình 1.37c. 


Như thế nghĩa lả chúng ta phải tìm thể tích mẫu V, uL để nạp vào cột tách “s ởa mãn. 


điều kiện: 
Q.=C€.V. <Q, @ 


H(mm) 


04 Q 
0a 4 
%2 ® 
) 
0 
Lượng mẫu (ug/mL) ~* 
Hình 1.37b. Mối quan hộ giữa u với H với các k/ khác nhau. 
Khi lượng mẫu lớn hơn 1 ug/mL, chí Hạ, tăng rất nhanh. 
Hự ^à 


,ug mẫu/Ig SP = 


Hình 1.37c. Quan hệ giữa lượng mẫu và chiều cao pic Hạ. 
(e): Quan hệ giữa lượng mẫu và chiều cao đĩa H, hệ số dung tích k/; 
(b): Quan hệ giữa thể tích mẫu Vs và chiều cao, độ rộng pic. 
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1.2.9. Rửa giải có gradient thành phần pha động 


Trong thực tế của phãn tích HPLC, nhiều khi chúng ta gặp một hỗn hợp mẫu phức tạp. chứa 
nhiều nhóm chất tan rất khác nhau, vì chất có trong hỗn hợp mẫu không thể tách được ra 
nhau trong một điều kiện sắc ký nhất định với một thành phẳn pha động không đổi. Ở đây, vú 
thành phần pha động đã chọn cố định, thì một số chất trong hỗn hợp mẫu đã được tách ra. 
tốt (hình 1.38), nhưng cũng có một số chất khác lại không tách được, hoặc chưa tách ra. 
toàn khỏi nhau. Điều đó cỏ nghĩa là với các chất đỏ, thảnh phần pha động đã chọn lả chì 


tích, để mỗi nhóm chất hay mỗi chất cỏ được một thành phẳn pha động phù hợp. 'nó. Điều đó. 
có nghĩa là chúng ta phải thực hiện chế độ thay đổi thành phần pha động trong, 
(chạy sắc ký), tức là rửa giải có gradient (thay đổi) thành phần pha động tron) 
Quá trình chạy gradient pha động (thay đối thành phần pha động khi chạy, 
hiện theo ba kiểu như sau: 
a) Thay đổi từng bậc cho từng nhóm chất hoặc mỗi chất (hình. k, Mi 
b) Thay đổi liên tục thành phần MP trong quá trình sắc ký. . 
©) Thay đối vừa từng bậc và liên tục ở mỗi đoạn thời gian ký nhất định. 


Nghĩa là ta có chế độ gradient từng bậc và chế độ. liên tục của nồng độ các chất dung. 
môi tạo pha động trong quá trình chạy sắc ký (hình 1.38). , quá trình tách sắc ký một hỗn hợp. 
chất tan sẽ đạt được kết quả tốt hơn cho tắt cả các chất, eradient thành phần pha động. Đây là 


cách sử đụng khá nhiễu hiện nay để tách các hỗn hợp cÍ có thành phần phức tạp. 


# Hình 1.38. Sự tách HPLC có rừa giải gradient pha động. 
sS) (a): Không gradient; (b): Có gradient pha động cho bốn chắt sau. 
(e): Không gradiert; (d): Có gradient tăng nồng độ pha động chỉ cho hai chắt sau (4 và 8). 


§T 


Quá trình rửa giải građient pha động, không những tạo điều kiện đẻ tách một hỗn hợp chất tan 
phức tạp được hoàn toản, mà trong một số trường hợp, quả trình tách của một số chất trong điều kiện 
pha động đã chọn không gradient lại quá lâu (tạ, quá lớn) và khoảng cách giữa các pic sau và pic 
nó quá xa nhau, nghĩa là chất sau được rửa giải ra quá chậm (hinh 1.38c). Trong trường hợp này, 
1a phải thực hiện gradient thành phần pha động để chất sau được rửa giải ra nhanh hơn (vi dụ chá 
và 5 ở hình 1.38đ). Lúc nảy chúng ta rút ngắn được thời gian sắc ký, tiết kiệm được pha động, 
cờn tăng được chiểu cao pic sắc ký. 

Việc rửa giải gradient thành phần pha động có thê được thực hiện theo thành pÏ 
các chất tạo thành pha động hay theo pH của pha động là tùy thuộc yếu tố nào có tắc dị 
đối với sự tách của một hỗn hợp hay một nhóm chất trong hỗn hợp mẫu phân tích đủ) 
nào làm tốt được quá trình tách sắc ký của hỗn hợp mẫu thì được chọn để. 
phụ, thành phần (nồng độ) các chất tạo ra pha động. Chỉ trong sắc ký ion thì pl 
nhóm ion chất tan. 

Ngoài việc làm tốt quá trình sắc ký, trong nhiều trường hợp, việc, 
còn góp phần làm tăng độ nhạy của một số chất, đặc biệt là các chất ra, 
cho chúng ra nhanh thường làm tăng chiều cao H„; của pic sắc ký, p& 
nghĩa là ta đã tăng được độ nhạy. 

Một ví dụ khác về quá trình gradient pha động 
(gradient tuyến tính liên tục) về sự tách một hỗn hợp mẫu. 
30 chất hữu cơ (hình 1.39b) là sự gradient hai bậc. 


vì khi ta gradient pha động 
và không doãng. Điều đó có. 


thể xem trong sắc đồ hình 1.39a. 
nguyên tố đắt hiếm và một hỗn hợp. 


© +———~ 
8 16 *® 224 t(phủt). 


Hình 1.39a. Tách hỗn hợp 12 đắt hiểm có gradient pha động. 


k) Cột: 280 x 4,6 mm, Hypersi! ODS 8 „mm ơ. 

.MP: Gradien† œ-HIBA 0,02 ~ 0,25 M trong 25 phút. F = 1 mLL/ph. 
.Đelector- VIS, 2 = 820 nm. Post. Col dùng PAR. 

Inject: 20 „i dung dịch mẫu 20 „g/mL của mỗi nguyên tố đắt hiếm. 


1 T? ' Đường gradient 


Thời jiệy lưu, t, (phút) + 
Hình 1.39b. Tách hỗn hợp 30 chắt hữu cơ có động. 
Cột tách: 250 x 4,6 mm, Hypersl ODS. ` 
Pha động A: 0,8M Na;FiPO,; pH = 7,40, IF/H:O. 


Pha động B: 65/35 CH;OH/H,O. Tóc r 1 mL/ph. 

'Deteclor: Fluoresconce. As, = 334. 

Chất phân tích: Phosphoserine (1), Aspartic axj 

Asparagine (5), Serine (6), Glutamine (7), Histidin 

1-Methylhistidine (12), 3-Methylhisidine (13), 
(17), Anserine (18), B~Amino butyric axit 


lutamie axit (3), đ-Amino adipie axit (4), 
lycine (9), Threonine (10), Citmilline (11), 
(14), B-Analine (15), Analine (16), Taurine 
[-Amino- isobutyric axit (20), Tyrosine (21), 


a-Aminobutyrie axit (22), Methyonine Valine (24), Tryptophan (25), Phenylalaline 
(26), Isoleucine (27), Leucine (28), ö-h) sine (29) và Lysine (30). 

1.2.10. Ảnh hưởng của nhiệt Bộ 

'Trong nhiễu trường hợp, nhỉ íng là một yếu tố góp phần ảnh hưởng đến kết quả tách sắc ký 


của một hỗn hợp chất mẫu. Nói „ khi tăng nhiệt độ trong một phạm vi nhất định thường làm tốt 
hơn kết quả tách sắc kỹ của một hến hợp các chất trong những điều kiện sắc kỹ đã chọn. Sắc đổ rong, 
hình 1.40a và hình 1.40b LỄ về ảnh hướng của nhiệt độ đến kết quả tách sắc ký. Song cũng có 
nhiều trường hợp sự tăng tệ} độ hầu như không có ảnh hưởng. 
“Tác dụng của nhiệt Ẩộ ở đây có thể qua các yếu tố sau mà ảnh hưởng đến kết quả tách sắc ký: 
tường là làm giảm độ nhớt của pha động có lợi cho hiệu lực của cột tách. 
tăng thúc đẩy sự diễn biến các cân bằng trong cột tách. 


Ấ Vy nghiệm, người ta thấy rằng, khi tăng nhiệt độ cột tách lên 30 °C, thì hệ số dung lượng kị` của chất 
tan thường giảm đi từ 1,5 đến 2 lẫn. 
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Tách thuốc 
động kinh T=40* 


X 


15 H 
lốc độ tuyến tính, w (phát) 


nhiệt độ đến sự tách trong HPLC. 
chiêu cao đĩa H, ở các tốc độ u khắc nhau, 
), Cyf (xyWosin) thuộc nhôm nucleoside và nucleobaze. 


Hình 1.40b. Ảnh 


(a): Ảnh hưởng của nhiệt 
trong sự tách của Ino (inoain), A: 


Hình 1.40c. Về ảnh hưởng của nhiệt độ đến sự tách 
(hỗn hợp mẫu có 7 chất tan). 


"Nhưng cần lưu ý rằng, trong thực tế, không phải bắt kỳ trường hợp nào khi tăng nhiệt độ ta cũng. 
có kết quả tách tốt hơn. Bởi vì nhiệt độ có ảnh hưởng đến sự tồn tại và độ bẻn của hệ pha, pha tĩnh và 
pha động, đồng thời cũng ảnh hưởng đến cả sự tổn tại của chính bản thân các chất tan X; trong hỗn hị 
mẫu. Vì thế khi muốn tăng nhiệt độ của quá trình sắc ký, cẩn xem xét cẫn thận theo từng trưởng hị 
thể để chọn được nhiệt độ tách phủ hợp. Nếu không chủng ta sẽ lảm t mẫu, hay một thà 
của pha đông bị phân hủy hoặc bay hơi, làm sai kết quả tách sắc ký. Thông thường. trong. 
'HPLC, nhiệt độ cao nhất cũng chỉ đến 85 °C. 


1.211. Độ chọn lọc của hệ pha HPLC 
Trong kỹ thuật phân tích HPLC, độ chọn lọc của một hệ pha (SP và MP) luôn lẾG)Ìphụ thuộc vào 


ba yếu tổ chính, là: ` 
1. Bản chất và các đặc trưng của pha tĩnh. 
2. Bản chất của pha động và thành phần của nó, có thể cả pH của (với sắc ký ion), 


3. Bản chất và cấu trúc của phân tử chất mẫu phân tích. 
Ba yếu tố chính này quyết định hệ số dung lượng k" của các Ấy lan và kự' là một tham số đặc 


trưng cho độ chọn lọc của hệ pha. Nghĩa là, nếu với một pha tĩnh. cố định, thì khi thay đổi thành 
phần pha động, cũng có thể làm thay đổi độ chọn lọc của hệ: đối kị). Ví dụ khi tách hỗn hợp. 
hai chất axeloxy-naphthalen (X\) và 1,5-dinitro-naphthalen pha động là n-pentan (dung môi A) 
và có thêm dung môi B vào dung môi A để tạo ra pha. phần như trong bảng 1.13a, nhưng. 


giữ sao cho lực rửa giải không đổi, Exw = const, thì 3vlọc của hệ pha đã chỉ ra có các hệ số dung 


lượng kụ” và kạ" của chất phân tích được chỉ ra tronị Í.13a. 
Bảng 1.13a. Hệ số chọ 0a hai chất tan X: và X; 
(trong pha động, \h phần khác nhau) 
STT 9% B thêm vào Ä CÀ” Hệ số dụng lượng, k,* Tỷ số của 
kể kỳ œ=(;'ki) 
NI | 50% Benzen 5,10 2,50) 2,04 
M2 |25% BE HỜ 2,50 2,90 1,10 
N3 |23% Hà 5,50 540 | 105 
N4 |4% EthyL. 2,90) S40 1/86 
NS_ | 005% DMSO(*) 1,00 3,50 3,50 


Dụng môi 'Pentan. 


®) hư Son sulfoxide. 

Từ ví cho chúng ta thấy rằng, bản chất và thành phẫn pha động có ảnh hưởng rất rõ rệt 
đến độ của hệ pha và cũng chính nhờ tính chất này mà người ta có thể tìm được một thành 
phần pl phủ hợp nhất cho một hỗn hợp mẫu phân tích để có kết quả sắc ký tốt nhất. Như ví dụ 
trời lộng N5 cho hệ số chọn lọc cao nhất (œ = ky /k,`), sau đó là hệ pha động NI, N4, còn pha 

và N3 là nhỏ nhất và không có sự tách của hai chất tan đã nêu. 

Cũng như trong vi dụ trên, nhưng thay dung mỗi B bằng các chất khác, thì chúng ta lại thu được. 

t quả như ở trong bảng 1.13b dưới đây: 
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'Bảng 1.13b. Ảnh hưởng của thành phần pha động đến. 


[TSTP Ï_ 3%Bmêmvàodmgmôï4 k bọ | a=®2 
[NI [ 5% Ethyl Ether 650 400 160 —- & 
N2 |5%Triethylmine 440 200 220 
N3 |23⁄4Dichlo-Methan _ 220 | 240 105 XP 
N4 | 15%CH;CL-CH;CL 3/20 290 Fcu 
N5 | 30%CHCI, 2,00 2,60 Gš 


Trong ví dụ nảy, pha động NI và N2 cỏ tác dụng lớn nhất đến độ chọn lọc. hệ pha. Chính vì 
trong hai trường hợp này dung môi thêm vào có tương tác cầu hydro giữa chất uẦ và pha động nên đã 
tạo sự thay đối lớn thời gian lm giữ tạụ của các chất tan (chất phân tích). ° 

Từ hai ví dụ trên cho ta thấy, khi muốn tách sắc ký một hỗn h‹ S9 »á. X¡ nhất định, sau khi 


đã chọn được pha tĩnh rồi, thì việc nghiên cứu chọn một pha độn; phần phù hợp là điểu hết 
sức cần thiết. Vì qua đó chúng ta sẽ có được một hệ pha có lọc tốt nhất với hỗn hợp mẫu 
phân tích của chúng ta, Như vậy có nghĩa là khi ta thêm dun; vào dung môi chính A, ta đã tạo 
ra được một pha động có lực rửa giải và độ phân cực pht 'ể tách các chất. Ví dụ, nếu có dung 
môi không phân cực A hay ít phân cực (có P < 1), ta \g môi phân cực B vào A và được pha 
đông AB sẽ phân cực hơn dung môi A, nhưng lại kém dung môi B. Nghĩa là độ phân cực 
của pha động AB sẽ nằm giữa độ phân cực của d ¡ A và dung môi B. Đẳng thời lực rửa giải 
Eap của pha động AB này cũng có tính chất .. Lúc nảy độ phân cực cửa pha động AB được 
tỉnh gần đúng theo công thức sau: 

Páp = (VẠ.PA + VgồÊg) (158) 

Trong đó: 


+ Vạ là thể ích riêng của dưqệ ôi A rong pha động AB; 
+ Vụ là thể tích riêng của dẩng môi B trong pha động AB; 
+ Pạ và Pụ là độ phẩt ĐÈ của dung môi A và dung môi B. 
Bây giờ nêu a thẩh dụng môi B bằng dung môi C th ta được pha động AC và g? nguyên lực rửa 


giải như pha động này thể tích riêng phần của dung môi C trong pha động AC sẽ được tính theo. 
công thức: « 
Vc = Vs{(Pw/Pc) (1:59) 
Vi A là n-Hexan, B là CHCL; pha động AB có thành phần là 25% B, thì khi thay B bằng, 
Clà và giữ nguyên lực rửa giải Eag thì thể tích của dung môi C trong pha động AC phải là: 


Vc= 0,25.(4,4/ 2,9)= 38% 
 S) Ở đây Pạ= 44 và Pc=2,9. 
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Như vậy nghĩa là trong hệ pha động AB thì B bằng 25%. Còn trong hệ pha động AC thì C 
phải bằng 38%, như thể ta mới có hai pha động AB vả AC có củng một giá trị lực rửa giải, tức. 


an = Eục & 


th 
khác nhau, nhưng cùng có một giá trị lực rửa giải E„y, nhưng phải trong điều kiện hệ số. —— kể 


phải thỏa mãn điều kiện sau: 
14k`<6 & (1.595) 


để đảm bảo được hiệu quả tách. & 


1.2.12. Tách trên hai cột kế tiếp nhau 
'Trong một số trường hợp, hỗn hợp mẫu chứa nhiều chất tan Bếp ¬ 2e” và tính chất hóa lý rất 


khác nhau, nó gồm hai hay ba nhóm chất khác nhau. Vĩ thế trong mội nhất định (SP và MP) với. 
một cột tách, các chất có trong hỗn hợp mẫu không thể được tách ra khỏi nhau, dù đã được tối 
ưu mọi yếu tố và điều kiện sắc ký cần thiết. Lúc này có nhỏ! một số chất tan đã được tách tốt 
hoàn toàn (nhóm I), nhưng một số chất khác lại được rửa giải thành một cụm sắc đồ không có sự 


tách rõ rệt (nhóm II), tức là trong nhóm này các pic sắc ký 
những trường hợp nảy, nếu dủng chế độ gradient pha 
chúng ta phải sử dụng kỹ thuật tách với hai cột nhau. Lúc này mỗi nhóm chất tan sẽ được 
tách trong một cột tách riêng với một hệ pha đi phù hợp với nó và như vậy toàn bộ các chất 
trong hỗn hợp mẫu sẽ được tách tốt sau quá ký trên hai cột tách kế tiếp nhau đồng thời liên tục. 

Ví dụ như sắc đổ tách trong hìi Ìã, bằng mọi cách trong một cột tách, chúng ta chỉ tách 
được bốn chất sau (chất 5 đến chất Là Yth chất đầu (chất 1 đến chất 4) nằm trong một cụm pic. 
dính và chèn đè lên nhau, đều kị ;h được. Lúc nảy khi dùng hai cột tách mắc nối tiếp nhau với 
hai hệ pha động khác nhau, Scột 1 để tách bốn chất sau (chất 5 — 8), cột 2 tách bốn chất đầu. 
Tức là trong quá trình sắc ký phân đoạn đầu từ thời gian t„ đến t; ta dẫn dung dịch rửa giải nạp vào 
cột tách thứ 2, sau đó cÌ ký cột tách 2 với pha động phù hợp cho các chất nảy, như thế ta lại 
tách được cả 4 chất đầu bằng cột sắc kỹ 2, hình 1.41b. Đó là ví dụ kỹ thuật tách trên hai cột kế tiếp - 
nhau và người ta gại' kỹ thuật sắc &ý đã chiễu. 

Bằng các| I, hiện nay nhiều hỗn hợp mẫu phức tạp cũng đều có thể tách được. Tắt nhiên lả 
TT 


còn dính và chèn đè lên nhau, Khi gặp 
cũng không thu được kết quả tách tốt, thì 


Hình 1.4l! lột ví dụ về hệ van của kỹ thuật tách sắc ký đa chiểu dùng hai cột tách (cột 1 và cột 2), 
nhưng lại ÈbŸ dùng một đetector duy nhất. Khi van ở vị trí  (positin 1), ta tách nhóm chất 1 trên cột 2, 
PS ở vị trí 2 (position 2), ta tách nhỏm chất Ï trên cột 1 (column ]). 


S 
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1h) 


t(phút) 
- 


+ + + + 
% ụ D 6 


thời gian. lữöy, (phú) > 


Hình 1.41a. Sự tách hỗn hợp * chất trên 2 8) và (b). 
Trong sắc đỏ (a), bốn chắt 1, 2, 3 và 4 chưa tách được, n của bồn chất này: 
được lẫy đưa nạp vào cột tách thử hai có pha động kăc sẽ được sắc đỏ ()) 


na Hình 1.41b. Mồ hình hệ tách hai cột kế tiếp nhau của Agilent. 
- là sự ưu việt và ý nghĩa thực tế của quả trình sắc ký một hỗn hợp chất tan phức tạp gồm. 


chất khác nhau có trong mẫu trên hai cột tách kề tiếp nhau. 


“Trên cơ sở đó, chúng ta có thể ghép hai hay ba cột tách nỗi tiếp với các van chuyển đổi để thực 
IS) sự tách. Nhưng trong thực tế, người ta cũng chỉ dùng hai cột là đủ để tách một hỗn hợp mẫn, 
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'Hơn nữa, việc dùng hai cột tách kế tiếp chỉ khi với một cột mà ta đã sử dụng tắt cả các điều kiện 
có thể thay đổi được để tôi ưu các điều kiện tách. như thành phần pha động, p1, gradient pha động, thay 
đổi nhiệt độ.... vẫn không thể đạt được kết quả tách tốt cho tắt cả các chất có trong mẫu, lúc này chúng 
ta mới chọn kỹ thuật hai cột tách kế tiếp nhau cho một hỗn hợp mẫu đó, để có được điều kiện phủ hụ 
nhất cho những nhóm chất nhất định trong mẫu đó. 

1.2.13. Tôi ưu hóa các điều kiện cho quá trình sắc ký 

Trong kỹ thuật phân tích HPLC, muốn cỏ được kết quả tách tốt nhất của một hỗn h; ất mẫu. 

Xị (chất phân tích) nào đó, chúng ta phải tìm các điều kiện sắc ký tốt nhất, phủ hợp. một hỗn. 
hợp mẫu đó. Đó chính là quá trình tối ưu hóa các điều kiện sắc ký để có được một quy. ách sắc ký. 
thích hợp, Các công việc phải làm với mục đích đó là: ° 

~ Chọn pha tĩnh và các thông số đặc trưng của nó. 

~ Chọn pha động, thành phẳn, pH và tốc độ của nó. 

~ Chọn cách chạy sắc ký có cằn Ciradient pha động hay không. c 

~ Các trang bị, điều kiện đo và phát hiện các chất. 

~ Van bơm mẫu, thể tích mẫu nạp vào cột tách. 

~ Các yếu tố khác, như nhiệt độ cột tách. 

— Chuẩn bị mẫu theo cách nào để có dung dịch mẫu. 

Trong các yếu tố nói trên, loại thứ tư là các yí 
HPLC. Nỏ gồm van bơm mẫu và vòng chứa mẫu, hệ 
Ví dụ nếu dùng detector đo phổ hấp thụ quang pÌ '—VIS thì các thông số đó lả: khe vào, khe 
ta của chủm sáng, độ nhạy của băng hắp thụ, FloyyGell, sóng hắp thụ À¿ của chất phân tích. Nếu dùng 
deteetor huỳnh quang thì chú ý chọn đúng. `, và sóng phát xạ huỳnh quang 2s„, của chất 
phân tích để đo. 

'Những yếu tố trên, nếu chủng ta khảổ 2t và chọn phù hợp nhất cho các chất mẫu thì có nghĩa là 
đã tiêu chuẩn hóa loại yếu tố này. Tắt nhiễy*#n không thể có được điều kiện tối ưu cho một hỗn hợp mẫu 
nhiều chất thuộc các nhóm chất quá. về tính chất vật lý và hóa học. Mà đó là những điều kiện 
dung hòa phù hợp nhất cho tắt cả có trong hỗn hợp mẫu, để làm sao có được kết quả sắc ký khả 
quan nhất. Nhưng ở đây cần được đan tâm nhất là chọn loại đetector nào để phát hiện và đo định lượng 
được các chất với hiệu quả cao phù hợp yêu cầu phân tích). 

Sau khi chọn. “điều kiện đã nêu trên, thì còn lại là những yếu tố của pha tĩnh và pha động. 
liên quan và quyết đị liệu quả sắc ký của một hỗn hợp chất mẫu. Những yếu tố này cũng đã được. 
đề cập đến trong. nói về pha nh và pha động ở các mục trên. Vì thể ở đây chỉ nhắc lại một 
cách tóm tắt nhị tố cần tối ưu. Đó là: 


\ phù hợp nhất. 
về hệ thống trang bị của kỹ thuật 
dẫn, detector và các thông số của nó. 


các chất ở trong cột sắc ký và nó là một yếu tố quyết định hiệu quả tách của một hỗn. 
'Tùy theo bản chất của chất mẫu mà pha tĩnh có thẻ là loại hắp phụ pha thường (NP-HPLC), 
ha ngược (RP-HPLC), trao đối ion (IEx-HPLC), sao cho đạt được hiệu quả tách tốt nhất. 
á tách này được thể hiện trên sắc đỗ pic sắc ký và qua độ phân giải Rụ của hai chất mẫu ¡ vả j 
446) ảnh nhau theo pha tĩnh đã chọn. Độ phân giải Rạ của hai chất nảy được tính theo công thức sau: 
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Rụ =(rụ— 1)(k¿/(1 + kệ). (L/H)'2 (160) 
Trong đó: 


+ rụ; Hệ số chọn lọc (rạ = k,/k,); & 
+_L¿ Chiều đải của cột tách; 


+ Hị Chiều cao đĩa lý thuyết của chất ¡. £ 
Phương trình trên cho ta thấy, độ phân giải của hai chất ¡ vả j là R„ có phụ thuộc vào-ếặc thông số 


của hệ pha là kị, kị', L vả Hạ. Theo công thức (1.60), nếu cột tách có chiều dài L bằn; m, thì công. 
việc ở đây là phải chọn chất nhồi có kích thước đường kính hạt thể nào để hai chất mẫu Ì»2 j tách được 
hoàn toàn khỏi nhau. Như vậy có nghĩa là sau khi chọn được loại chất nhỏi V sai ta chọn cỡ hạt 
(dp) của nó là bao nhiêu cho phù hợp để cột tách có đủ số đĩa cẵn thiết, tức là Nạ để có hiệu. 
quả tách tốt của hai chất ¡ vị j. Yếu tổ thứ hai có thể thay đổi được ở đây là hỆ SỀ chọn lọc œ„ của chất, 


tức là kị" và kị", Việc thay đổi tham số này có thể đạt được qua việc tha) lh phần các dung môi 
tạo ra hệ pha động chạy sắc ký phù hợp nhất. 

2) Pha động @œ 

'Yếu tố thử hai quyết định hiệu quả tách trong kỹ thuật 'h HPLC là bản chất của các chất 
tạo thành pha động và thành phần của chúng. Đây là một yí t sức linh động và dễ dàng thay đổi. 


'Việc này có thễ làm được nhờ trộn các dung mỗi đơn 
được một pha động tốt cho một hỗn hợp chất mẫu với 
trong bảng 1.12 và 1.13 là những ví dụ về việc nghứ 
bảng 1.13 cho hiệu quả tách tốt nhất hai chất đã. 
tồi nhất (œụ bằng 1,05). Đó là các ví dụ về sự/ 
nếu chúng ta chọn pha tĩnh là các silica đã 
dụ như các chất RP-8, RP-18, hypersi 
methanol. Còn thành phần B hoặc C 
khác tan trong nước. Điều này chỉ 


với các thành phần khác nhau, ta sẽ 
tĩnh đã được chọn. Các pha động đã nêu 
chọn pha động. Ví dụ pha động N2 trong 
bằng 2,20; còn phá 'N3 cho kết quả tách 
pha tĩnh phân cực (các Ñilica trần). Ngược lại, 
1 hóa nhóm-OH bằng mạch cacbon ~C8, ~C18, vi 
„ thì dung môi chỉnh của pha động lả axetonitil hay 
thường là nước cắt, hay các dung môi hữu cơ phân cực 
có thể xem trong ví dụ ở hình 1.36a khi dùng pha tĩnh là 


hypersil-ODS 5 um, pha động tanol và nước, để tách hai chất phenol và nitro phenol. Ta thầy, 
nến nha động chỉ gồm methanol¿hay methanol có thêm 10% nước thì hai chất này không được tách. 
'Nhưng nếu dùng pha động 1 có chứa 30 ~ 35% nước thỉ hai chất này lại được tách hoàn toàn 
khỏi nhau. Như thế ở đây, việc thay đổi thành phần của pha động đã làm thay đổi rõ rệt hệ số 
dung lượng kị của tan và làm cho độ chọn lọc œụ tăng. Tức là chọn được pha động có lực rửa 
giải Ewe thích hợp. 

Những thuyết và thực nghiệm cho thấy rằng, khi thay đổi thành phẩn pha động, 


nguyên. rửa giải Ewp của pha động, hoặc có thể thay đổi không đáng kể. Vì thế người ta nói, 
pha đội ột yếu tố linh động vả rất vạn năng của kỹ thuật tách HPLC, ví dụ hình 1.42. 


đi ma smdeh tì Sử me aưerseg ng mm che 


xa mêy thay đổi được hệ số dung lượng kị của chất từ 2 đến 10 đơn vị, mà vẫn có thể giữ 


pha động, thêm vào pha động chất tạo phức, chất hoạt động bễ mặt, chất làm chậm, chất điện 
k8 T9 r0 RA CEmerifc- Ai: öeorirrtue-od 
phân tích. Ví dụ với sắc ký trao đối ion, thì pH và chất tạo phức có ý nghĩa rất lớn. 
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3) Nhiệt độ cột tách 
'Ngoài các yếu tổ nỏi trên, một yếu tố khác cũng có ảnh hưởng đến kết quả tách sắc ký lả nhiệt độ 

cột tách. Trong một số trường hợp, khi tăng nhiệt độ sẽ làm cho hiệu quả tách tốt hơn. Tất nhiên vì 

tăng nhiệt độ cột tách cũng có giới hạn. Thông thưởng cao nhất cũng chỉ đến 85 °C. Vì nhiệt độ. 

sẽ ảnh hướng đến độ bền của pha tĩnh cũng như pha động. 


30 mM Methanesuifoaic acid. 
140 3 
12 
§› tàm  b#GSISGLE0 
§ Fuet  §@dwandoyam 
Flœw Raie- 10mLJmin 
0 lrị Wdwe. 25L 
Temperalue: 40 
0 5 1U 1% 2 3 "TH 
.48 mM Methanesuilonie acid 'ce moúe 
130: Poaks- 1 f1 mọftL (ppm) 
124 54 8 ? mì 
: mũ 
Mamelưn 05 
0 § im — 10 
0 § Ủ) 
Miniles 4H 
Hình 1.42. Về ảnh hướng của Íphân pha động đến sự tách. 
Cột lách: 16 (54250 mm) 
Chắt mẫu: 6 lon kim Na”, NHÀ”, K", Mg”" và Ca"). 
- Đo độ dẫn. 
'Pha động: Ì ly độ F = 1,0 mL/ph. T = 40°C. 
39) .axi, mắt 2B phúi. 
Đ) 'Methansunfonic axit, mắt 12 phút. 
.kết quả tách đều tốt như nhau. 
` 
4) Chuẩn bị mẫu pÕềy ích 
'Yếu tổ thứ bảy. \g việc chuẩn bị mẫu. Việc này nếu làm không tốt thì đây là một nguồn gây 


Ki “phân tích, vì ta có thể làm mắt chất phân tích có trong mẫu, hay làm nhiễm bản 


tích đạt hiệu suất yêu cầu của cắp hàm lượng phân tích (không bị mắt) và phải xử lý 

nhu ta) t môi trường không làm nhiễm bẩn thêm chất vào mẫu. Đồng thời cũng phải có tay nghề 

(chuẩn bị mẫu. Có như thế chủng ta mới có được dung dịch mẫu trung thực để bơm vào tách. 

thực hiện quá trình tách sắc ký, tách và xác định các chất. Vì thế mỗi người kỹ thuật viên làm 
tích HPLC cần phải được tu nghiệp và nâng cao tay nghề hằng năm. 


Ểbxr22ccrttrespiiicusre iện. 


nhất định là phải giải quyết những công việc, hay các vấn 


Nỗi tóm lại, tối ưu hóa các điều kiện trong kỹ thuật phân tích HPLC để tách một hỗn hợp mẫu 
cụ thể cần thiết như sau, để có được một 


kết quả sắc ký và phân tích tốt nhất, nó gồm các nội dung sau đây cẩn được khảo sát và xem xét: 


quy trình tách và phân tích thích hợp cho một loại hỗn hợp mẫu của chúng ta, nhằm mục đích thu. s 


S 


98 


) Chọn pha tĩnh (SP) 

Phải căn cứ theo các đặc trưng: _ 
+ Loại pha tĩnh, dạng hạt của nó; & 

+ Cỡ hạt của chúng; lề 

+ Loại xốp toàn phần hay xốp chỉ bể mặt; R £& 


+ Độ xốp loại nào, kích thước xốp; 

+ Dung lượng của pha tĩnh; 

+ Độ dài (kích thước) cột tách phù hợp. 

II) Chọn pha động (MP) 

Chọn pha động trên cơ sở: 

-+ Dung môi chính làm pha động; 

+ Các dung môi khác thêm vào, các chất khác,. 
+_ Thành phần của chúng; 

+ pH của pha động; 

+ Tốc độ của pha động; “@® 
+ Có chạy chế độ gradient pha =% 


+ Gradient pha động theo kiểu 


fii) Hệ thống trang bị để sắc ký 

+ Cách và kỹ thuật phát hế chất phân tích; 

+ Loại detector để iện và các thông số của nó; 
+ Van bơm mẫu, mẫu; 

+ Hệ đườn van bơm mẫu đến detector, 

+ Các đị ghỉ đo. 


iv)C¡ tố khác, như 
+ chủ yếu là nhiệt độ thực hiện sự tách: 
cần thực hiện tách trên hai cột kế tiếp không. 


+ Chọn kỹ thuật xử lý mẫu ban đầu; 
+ Dung môi hòa tan mẫu; 


=—.. `. 


+ Cần làm giảu hay pha loãng; 
+ Thể tích mẫu bơm vào cột tách. 


1.2.14. Chế tạo cột tách và kiểm tra cột tách 

Cột tách là trải tìm của hệ thống tách sắc ký. Các chất trong một hỗn hợp mẫu có thẻ 
ra hay không được quyết định bởi chất lượng cúa cột tách và độ chọn lọc cúa hệ pha. Do, 
phải được chuẩn bị tốt thì mới có hiệu quả tách cao. Mặc dù có rất nhiều loại cột tách.ẾỊPLỀ đã bán 
sẵn trên thị trường, nhưng các nhà khoa học và những người chuyên nghiên cứu HIBÉĐ,vẫn muốn tự 
chế tạo, nạp lấy cột tách cho đối tượng nghiên cứu của mình. Ở đây một phần là đÑ )nn chất kinh tế, 
mặt khác dù cột mua về cũng cẳn phải kiếm tra lại trước khi dùng, xem nó. ts⁄4y và phủ hợp với 
yêu cầu tách hỗn hợp mẫu của mình hay không. Vì thế, mọi trường hợp đều )Bải kiểm tra cột tách 
trước khi dùng. 

Đề chuẩn bị và nạp chất pha tĩnh vào cột tách HPLC, trong, Ồ KG ben đầu, người tà huy 
dùng kỹ thuật nhồi khô. Tức là dùng phễu rót đổ pha tĩnh vào cột, nhờ bộ rung hay gỗ, nén chất 
nhỗi vào cột cho đến khí đẩy cột thì thôi. Nhưng khi các hạt .eó kích thước nhỏ hơn 15 um thì 
kỹ thuật này không cho kết quả tốt, các phần pha tĩnh được trong cột không đồng nhất, độ nén 
không chặt. Khi chạy sắc ký cột nhanh bị lõm. Do đó dã: liệu suất tách tồi và độ lặp lại kém. Vì 
thế kỹ thuật nhi huyền phù đã ra đời và được phát triệ ¡ các pha tĩnh có cỡ hạt từ 3 ~ 10 #m. 


Nguyên tắc của kỹ thuật nhồi huyền phù là ta nhũ hóa pha tĩnh trong một dung môi hay 
một hỗn hợp dung môi có tỷ trọng bằng tỷ trọng tĩnh hoặc xắp xi bằng để tạo ra một hỗn hợp. 
huyền phù của pha tĩnh không sa lắng, rồi cho. huyền phủ này vào trong một cột chứa được nối 
ở phía trên cột sắc ký rỗng cần nạp pha (chất nhồi). Sau đỏ dùng một dung môi phủ hợp và 
bơm nén với áp suất cao (khoảng 600 ~ ÄỐGÙ bar) để nén tức khắc hỗn hợp huyển phù từ Ống chứa vào 
cột tách đến khi đạt áp suất không để vệ Phiên trong 5 phút nữa là được. Hình 1.43 là vi dụ hệ máy 
nhồi SP vào cột tách. 

'Để nhữ hóa pha tĩnh, nHÖY cho một lượng nhất định pha tĩnh (đủ để nạp đầy một cột tách có. 
dư 5%) vào bình nhũ hóa (W⁄= SÙ mL), thêm dung môi nhũ hóa (20 - 25 mL), lắc đều và đặt trong máy 
siêu âm 5 phút. Lúc này. phủ phải là một thể đồng nhất và không sa lắng. Nhiều dung môi hỗn 
hợp khác nhau đã nghiên cứu để nhũ hóa pha tĩnh, như hỗn hợp hai chất methanol và chloroform,, 
hoặc hỗn hợp của s.c và tetrachlorocacbon. Nhưng một điều quan trọng là hỗn hợp dung môi nhũ 
hóa pha tĩnh pÌ 


tốt pha tĩnh; 
trọng bằng, xắp xi bằng tỷ trọng của pha tĩnh, 


4) 


p 
AM NHIT” 15 phút, để đủ thời gian nạp pha tĩnh vào cột tách sau 


XQ nh hóa. 
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Hình 1.43. Trang bị nạp cột trong HPLCSS) 
(1): Bơm nén; (2): Van chịu áp; (3): Cột chữa huyển phủ 4: Cột sắc ký. 


Do những yêu cầu trên, hiện nay người ta thường. hay CHC]; có thêm một phần nhỏ 
alkohol, như methanol, propanol,... cho có tỷ trọng phù. ¡ pha tĩnh. Nhưng đối với các chất trao. 
đổi ion trên nền polyme thì có khác đôi chút với kỹ thị do các chất nhổi trao đổi ion không bền 


vững dưới áp suất cao, mặt khác nó lại có độ trương, với thay đổi theo thành phần pha động. Vì 
vậy phải nhũ hóa nó chính bằng pha động để chạy s§€ kỲ là tốt nhất. 


'Đó là nguyễn tắc chung của kỹ thuật với pha tĩnh rắn (hệ RL). #: đối với sắc ký chiết 
(hệ LL), trước hết ta cũng tiến hành nhỏi cÌ \g trơ như kỹ thuật nói trên. Sau đó hòa tan pha tĩnh 
vào một dung môi phù hợp và bơm qua chứa đầy chất mang trơ đến bão hòa pha tĩnh. Tiếp đỏ 
dùng một pha động phù hợp không Pha tĩnh bơm qua cột để lấy hết dung môi mang pha tĩnh ra 


khỏi cột và cả phần pha tĩnh lỏng 'phủ lên bể mặt các hạt chất mang trơ. Như vậy pha động này 
phải hòa tan tốt dung môi mang. ‹ïnh lúc đầu. Trong quá trình nhồi như thế, pha tĩnh được phân bố. 
trên bề mặt chất mang trơ tạo tMằnh một lớp màng pha tĩnh bao quanh các hạt chất mang trơ có độ 
đây 3 ~ 5 um và mảng này ‡ề pÌX tĩnh. 


Sau khi cột đì Ì xong cũng chưa thế dùng ngay được, mà điều cần thiết là phải xác định các 
thông số đặc trưng tủ tách vừa nạp xong, xem nỏ có thỏa mãn đầy đủ các yêu cầu đặt ra hay chưa. 
Nếu không đạt thì phải nạp lại, để sau đó sử dụng vào những mục đích phân tích nhất định được 


bảo đảm. Việc: tra cột tách như vậy sẽ tránh được những đánh giá sai lầm khi ta xem xét kết quả. 
hỗn hợp mẫu, ví dụ như sự tách không tốt, sự doãng pic,... là tại cột hay do điều kiện 
tách sắc thật tối ưu. 

ánh giá chất lượng của một cột tách sau khi nhỏi xong, như đã nói ở trên, chúng ta phải dùng 
it chuẩn, các dung môi và điều kiện chuẩn mà các hãng sản xuất pha tĩnh đã giới thiệu. Để kiểm 
+ tách sau khi nạp có thể sử dụng được không và chất lượng của nó thế nào, chúng ta phải dựa theo. 
thông số chính sau đây, đó là: 
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¡) Chiều cao của đĩa H hay số 

ii) Độ bắt đối xứng của pic sắc ký. 

iii) Độ thắm pha động của cột tách. 

Trên cơ sở kết quả xác định ba thông số nảy, chủng ta sẽ biết được cột tách được nhỏi c‹ 
không và có thể dùng được hay không cho một quá trình sắc ký một loại mẫu nhất định. 


đĩa N của cột tách. 


Nói chung, một cột tách được nhỏi tốt là phải có: 
1) Số đĩa lý thuyết tối thiểu N > 6500 (trong vùng từ 6.500 ~ 9.000), S y 
2) Độ bắt đối xứng của pic sắc ký phải nhỏ hơn +10%.. IS» 


3) Độ thắm pha động phải nằm trong khoảng 700 — 1 100. £& ” 
Các đại lượng nảy được tính như sau: Q 
1) Độ thấm pha động c 


Được xác định và tỉnh theo công thức: 


©® = [P.(dp}*+/in.ŒÌ (161) 
Trong đó: 
+ P: Áp suất đặt vào cột tách khi kiểm tra; 
-+ tụ: Thời gian không lưu giữ; 
+ y: Độ nhớt của pha động; 
+ L: Chiều dải cột tách (cm); © 
+ .dp: Đường kính hạt pha tĩnh (um) 
2) Độ bắt đối xứng. 
Nghĩa là độ cân đối của V4 sẽ được tính theo công thức sau đây: 
An ba, (1.62) 
Ở đây a và b lả bề bên phải và bên trái pic sắc ký ở chiều cao 10% so với chiều cao cực. 
đại Hạ; (hình 1.44). Nếu ¿ý Šỗ này nằm trong vùng từ khoảng 0,90 đến 1,10 thì cột đã nạp dùng được. 
"Tức là phải đảm 
= bía<(1+01) 


3) Số đến Ìÿ thuyết 
theo công thức ở mục 1.2.2.5 đã trình bày ở trên và nó phải đạt trên 6500 đĩà, tức là 
cẳnN, “vùng từ 6.000 đến 10.000 đĩa là được. 
;hỉ kiểm tra cột sau khi nạp, nếu độ cân đối của pic sắc ký có được như trường hợp ở hình 1.44 
mãn các điều kiện nói trên, chúng ta có cột được nạp tốt và sẵn sàng để sử dụng. Còn nếu cột 
ký đã được nạp không tốt thì không nên đùng, mà phải tháo ra và nạp lại. Vì trường hợp này chân 
pic sắc ký bị doãng rộng và các chất khó tách ra khỏi nhau. Tức là hiệu quả tách sắc kỷ sẽ kém. 
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Í  Ngmấu B 


Hình 1.44. Sắc đỗ mô tả độ cân đối của pie sắc, 
Píc sắc ký gần như cân đối, dùng. 


1:3. TRANG THIẾT BỊ CỦA KỸ THUẬT HPL4 


1.3.1. Khái quát chung 

“Trong kỹ thuật sắc ký lông nói chung và kỳ 
Liquid Chromatography, HPLC) nói riêng, sự. 
mẫu được nạp vào đầu cột cho đến khí nó đ 
đồng chảy liên tục của dung địch rửa giải. 
phải có sự phù hợp giữa các bộ phận với 
phát hiện các chất phân tích. Do đó, về nạ: 
thiểu phải có các bộ phận sau đây: 

1) Bơm cao áp (High ) 

'Bơm cao áp để bơm phạ động (dung môi rửa giải chất) qua cột tách thực hiện quá trình sắc ký 
các chất mẫu đã được nạp vi sắc ký theo một chương trình phù hợp. 

2) Van bơm mẫu/(Sẩnple injection Valve) 


sắc ký lỏng hiệu năng cao (High Performance 
'các chất xảy ra liên tụĐtone cột sắc ký từ lúc 
giải ra khỏi cột tách cùng Với pha động tạo thành 
các trang thiết bị của một hệ thống phân tích HPLC. 
đảm bảo thu được kết quả tách tốt. Đặc biệt là bộ phận 
ến tắc, một hệ thống máy phân tích theo kỹ thuật HPLC tối 


'Van bơm mãi (bơm) chính xác một lượng mẫu nhất định (hỗn hợp chất phân tích) vào cột 
tách sắc ký. Q@ 
3) Cột kc ký 


tứa pha tĩnh để thực hiện tách các chất mẫu phân tích. 
tận để theo đõi và phát hiện các chất phân tích. 
là các loại detector (sensor) để phát hiện và đo nỗng độ của chất phân tích theo một tính. 
€ học, hóa lý hay vật lý nào đó của chất phân tích hay dạng hợp chất của nó đi ra từ cột tách, 
như sự hấp thụ quang, sự phát huỳnh quang, sự thay dỗi dòng điện, độ dẫn điện, chiết suất 
chất. 
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5) Bộ phận gi và chỉ thị kết quả tách 

Thông thường người ta dùng máy tự ghi (recorder) để ghi sắc đồ của sự tách, hoặc có thể dùng. 
máy ín (printer), bộ tích phần (intergrator).... 

Một cách tổng quát, chúng ta có thể minh họa các bộ phận trên theo sơ đỏ khối trong hini 
và hình 1.46. Đó là bốn bộ phận tối thiểu cẳn thiết của một hệ thông trang bị cho kỹ thuật h 
HPLC. Nghĩa là từ những hệ thông HPLC thô sơ ra đời đầu tiên cho. đến những hệ thống HPLt đại 
cũng không thể thiếu được các bộ phận đó. 

Song do sự phát triển không ngừng của khoa học kỹ thuật, những hệ thống tr 
nay càng ngày cảng được hoàn thiện về nhiều mặt để nâng cao độ nhạy, độ chính xá 
cũng như tự động hỏa hoặc chương trình hóa các quá trình sắc kỷ. Vì thế các hị 


thêm bộ chương trình dung môi để thay đổi thành phần pha động trong quá trếi Chạy sắc ký, bộ nạp. 
mẫu tự động vả máy vi tính (computer) để chỉ huy và điều khiển quá trình. Ống như xử lý số liệu 
(hình 1.46), máy in (printe). Tức là cùng với sự phát tr các hệ thống trang bị 


của khoa học kỹ Ê 
HPLC cũng được hoàn thiện hơn để đáp ứng được mọi yêu cẩu phong ức tạp, đa dạng của thực 
tế phân tích nhiều loại hỗn hợp mẫu khác nhau đạt hiệu suất cao vả t 


Hình 1.45. máy HPLC đơn giản (tối thiểu). 
giải thÍch như hình 1.46. 


PS Hình 1.46. Sơ đồ hệ thng HPLC đây đủ. 


MP: Pha động, P: Bơm cao áp; Ma: Manometer, S.:Van bơm mẫu; CL: Cột sắc ký, 
D: Detector; Re: Máy tự ghỉ; Gd: Bộ gradient MP; Micr: Máy tính. ' 
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13.2. Bơm cao áp trong HPLC 


Bơm cao áp là bộ phận đầu tiên của hệ thống trang bị HPLC. Đó cũng là điểm khác với kỹ thuật 
sắc ký lỏng cổ điển (áp suất thường) trước đây. Đến nay người ta đã nghiên cứu vả sản xuất được 
nhiều loại bơm cao áp khác nhau đẻ bơm dung địch rửa giải (pha động ~ MP) qua cột sắc ký. vat 
nguyên tắc, nỏ được chế tạo chỉ theo hai kiêu nguyên lý chính là: 

— Bơm nén trực tiếp pha động từ xy lanh (bơm piston). _ 


~ Bơm mảng ép nén đẩy pha động (bơm mảng). 

Trong hai loại này, loại thứ hai có nhiều ưu điểm hơn. Đặc biệt là nó không l: m bẳn pha 
động, vì pha động không qua piston của bơm. Với nguyên tắc này, ngày nay có rất n§fŠ) Joại bơm cho 
kỹ thuật HPLC đã ra đời và được ứng dụng phổ biến. Để phục vụ cho mục đích tên tích, các bơm. 
này có thể thay đổi áp suất từ vài chục bar đến 1000 bar với tốc độ bơm pl \g từ 0,2 mL đến. 
10 mL/phút, còn để nạp cột có thể đến áp suất 1500 bar. Các bơm được phát từ đơn giản đến hoàn. 
thiện, có đủ ính năng có ác chương tình cho quá trình bơm pha động, chụp iểm tra tốc độ bơm và 
báo lỗi. d 

Tuy có nhiễu loại khác nhau, nhưng bất kỳ một bơm cao. âu đùng cho kỹ thuật phân tích 
HPLC cũng cần phải đạt được những yêu cầu sau: 

1) Bơm được ở những áp suất cao nhất định tùy chọn ch. 'quá trình sắc ký, nhưng phải nhanh 
chóng đạt cân bằng của tốc độ bơm đã chọn và phải lặp lại tốt, cũng như ổn định suốt trong quá 
trình bơm đã đặt theo những tốc độ cần thiết mong muốn. 

2) Không làm bắn pha động để gãy nhiễu cho qt sắc ký. 


3) Phải đễ đàng điền chính được những tốc. mong muốn của nha động trong phạm vì cho. 
phép của quá trình chạy sắc ký.. , ®© 

4) Bơm phải có độ bền cao. 

5) Vùng thay đi tốc độ bơm phải ¡ rộng để có thể phục vụ được cho nhiều quả trình sắc 


ký khác nhau (0,35 ~ 5 mL/phút), song phảÌ lập lại tốt. 
Đó là những yêu cầu cần \M thuật cơ khí chính xác và điện tử hiện nay, người ta hoàn 


toàn có khả năng thỏa măn được. yêu cầu trên một cách rắt tốt. Đồng thời có thể khống chế tự. 
động được tốc độ bơm đã chọn, bả lì áp suất cao quá quy định hoặc chỉ thị những sai sót trong. 
quá trình bơm chạy. 


Mặc dù có nhiều loạẾ ĐgÌn khác nhau, nhưng về nguyên tắc cấu tạo, nó đều phải có mắy bộ phận 


chính sau đây: 
 Môtơ đề 
ñ) sự ủ bộ đo áp lực. 


iii) HệquXảo và van ra của pha động. 
iv) kiểm tra và điều chỉnh áp suất bơm hút và đẩy pha động. 
trộn pha động và ôn nhiệt. 
¡)' Hệ điện tử điều khiến và kiểm tra quá trình làm việc của bơm. 
/È nguyên tắc, chúng ta có thể mô tả phẩn chính của bơm theo sơ đồ khối trong hình 1.47 và 


L => — 
Hình 1.47p, ông bơm cao áp của kiểu bơm màng. 
+ Rhác ti z/2ta2g.011Me4 Sf 


Pi~ Pislon; M 
à -“>== | 
Tà) 


Hình 1.47c. Bơm cao áp của kiểu piston trực tiếp. 
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“Trong các loại bơm cao áp của HPLC. có loại một kênh vả loại hai kênh, tức lả loại một buông. 
bơm và hai buồng bơm. Loại hai kênh có kiểu bơm song song và kiểu bơm nối tiếp. Khi bơm pha động 
cần ở áp suất cao trên 200 bar thì loại hai buông bơm kế tiếp cho kết quả ôn định hơn. 


Một số bơm cao áp loại pi 
trong những năm 1999 như trong các hình l.4! 


—>1o 


sampling umit 
and columnn 


Hình 1.48b. Bơm một kênh với 2 piston đây nối tiếp nhau. 
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Đeiri0 Ì 
n0 


“ 


3930 3940 3960 3980, 
Minutes 


Peak 10 
n=10 
T0 1520 25 30 35 40. “HA 4200 4220 4240 
Minutes Minutes 
3) @®) 


Hình 1.48d. Độ lặp lại của hai bơm cao áp khác nhau. 
(a) — Lặp lại tốt và ỗn định sau 10 lẫn (thế hệ mới, UHPLC); 
(b) — Lặp lại không tốt (thề hệ đâu, HPLC). 
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1.3.3. Van bơm mẫu trong HPLC 


'Van bơm mẫu là một dụng cụ để nạp một lượng chính xác mẫu phân tích vào cột tách sắc ký. Ở 
đây có loại có vòng mẫu và loại không có vòng mẫu. Trong kỹ thuật phân tích HPLC, người ta đã dùm 
các loại van bơm mẫu 3 chiều, 4 chiều, 6 chiều và nhiễu chiều (hình 3.5 và 3.6) có vòng mẫu, Tron/ 
van 6 chiều có 1 vòng mẫu là được dùng phổ biến nhất. Nguyên tắc cấu tạo và lảm việc của loại, 
chiều này được mô tả như trong hình 1.49. Ở đây (a) là vị trí nạp mẫu vào vòng mẫu (load), c¡ 
trí bơm mẫu (inject) vào cột sắc ký. Các vòng mẫu thường có thể tích là: 10, 20, 50 4L 
phân tích và 1.000, 5.000, 10.000 ụL cho bán điều chế và điều chế. Các van 6 chiều chỉ, 
mẫu để nạp mẫu vào cho một cột tách. Các van 8, 10, 12, 14... chiều (cửa) cỏ 2, 3 vòng. 

Hệ van 6 chiều (hình 1.49) hiện nay cũng đã được cải tiến để có thể bơm “se vòng mẫu, 
hoặc có thể bơm mẫu trực tiếp bằng micro-xylanh theo những thể tích mẫu thay ta mong muốn 
khác nhau trong mỗi lẳn, khi thể tích mẫu quá nhỏ hơn dung tích của vòng mẫu. Ẩồi van này rắt thuận 
tiện khi chúng ta chỉ có lượng mẫu nhỏ hơn kích thước của vồng mẫu, mà lạ(kỀ)ông mong muốn phải 
pha loãng mẫu. 


3) Vị trí nạp mẫu (Los4) 


Ngày nay, do yêu cầu của pl người ta đã chế tạo những van bơm mẫu 10, 16, 20 chiều để 
có thể lắp được nhiều vòng mẫu vụ ích khác nhau nhằm chọn những vòng mẫu có th tích phủ hợp 
cho mỗi đối tượng tách mà khôi phải tháo ra thay vòng mẫu như trong các van 6 chiều chỉ có. 
1 vòng mẫu, hay nạp cá Ì đãi tàn mẫu đồng thời. Hình 1.49b và 1.50 là một ví dụ về loại van bơm. 


mẫu 6 chiều đã và đang g trong HPLC. 
Toad samale £ Tnject sample 
S) _ 
To To 
column solumn. 
ch << Pnnrn 
PS ven (ven 
kS) Hình 1.49b. Ví dụ van bơm mẫu 6 chiều Ryodyne 7025A. 
Có thêm đường bơm bằng microxylanh nhỏ. 
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Ngoài van vỏng mẫu cố định, hiện nay các hãng sản xuất máy HPLC cũng sản xuất vả cung cấp 
thêm cả các van vừa có vòng mẫu vừa có thêm cả đường để bơm mẫu trực tiếp bằng Microxylanh, khi 
có lượng mẫu quá nhỏ không dùng vòng mẫu được. Vi dụ: Van Model Ryodyne 7025A, hình 1.49I 


Van lắp nhiều vòng mẫu 


(Với 6 võng mẫu cũng thể tích cho 6 cột tách), 


ẤÉÀÌ4. Cột tách sắc ký 

,Cột tách là bộ phận chính của quá trình sắc kỷ. Vì mọi điển biến của sự tách một hỗn hợp chất 

¡ đều xảy ra ở đây và kết quả của sự tách tốt hay không tốt thì cột tách luôn luôn là một yếu tố 
lính quyết định. Do vậy người fa nói cột tách là trái tìm của hệ thắng sắc ký cũng là hoàn toàn đúng. 
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Cột tách HPLC được chế tạo bằng thép đặc biệt trơ với hỏa chất, chịu được áp suất cao đến vài 
trăm bar, có khi đến 1.000 bar. Thông thường có độ rộng, ID từ 2 — 4,5 mm, 
mục đích phân tích. Trong cột tách là pha tĩnh (chất nhỏi cột) của các hệ sắc ký, được nhỗi vào cột theo. 
cách nhỗi cột đã trình bày ở mục 1.2. 

Cột tách cũng có thể được chế tạo với vỏ chịu áp lực bằng thép, còn ông trong cùng bằn 
anh hoặc polyme. Loại cột này thưởng dùng trong quá trình tách loại pha động có môi trườn/ 
và chất tạo phức mạnh mà thép không có khả năng chịu đựng được. Vì thế cũng không đi 
biến như cột ống thép. Kích thước của cột tách được chia theo mức độ sắc ký, nhưng nó 
phân chia như trong bảng 1.14. 


Bảng 1.14. Sự phân chia mức độ tách sắc ký S5 
STT Mức độ Chiêu dài L (mm) ở (mm) 
1 | Viphântích 50-70 l5 
2 _ | Phântích thường 125~—250 5; -45 
3 | Bán điều chế 250 ~ 500. s8 
4 | Điều chếnhỏ. 500 ~ 1000 10-20 
5 | Sản xuất 1000 ~ 2000. 20 ~ 50. 


'Về cấu tạo, cột tách được mô tả như trong hình 1.5LÊNó bao gồm thân cột tách, hai đầu nút nối 
dây dẫn và các lọc đặt ở hai đầu cột để giữ pha tĩnh lạỸ 'cột. Từ năm 1999 có thêm cột Mini (dài: 


7 ~ 5 em và ID: 2 ~ I,5mm) cho hệ sắc ký lỏng siêu. IPLC). 

Song có một điều chúng ta phải chủ ý ở đã Ig một mức độ nhất định thì đường kính, hay 
nói chung là kích thước của cột sắc ký, cũng hưởng đến kết quả tách Sắc ký của một hỗn hợp. 
mẫu cụ thể. Vì thế nếu chọn được cột tách thước phù hợp nhất, thì chúng ta sẽ có kết quả tách. 
tốt nhất cho một hỗn hợp chất mẫu, vì có. 


Ngoài cột thép, còn có các cột sw hay polyme. Loại này phải có vỏ ngoài bằng thép để giữ. 
cho thủy tỉnh và polyme chịu được cao. Vì trong một số trường hợp, pha động chạy sắc ký cỏ 
môi trưởng axit mạnh hay có các phức, mà thép không chịu được axit, nên người ta phải làm 
ng trong nhồi nha tĩnh bằng. thạch hoặc polyme. 


Đấu nút tăm lọc 
đường vào, 


'Ống đầu cột tách, “Thân cột tách 
đầu vào: 


Á Hình 1.51. Cầu tạo của cột tách trong HPLC. 
kS) Hình bỗ đôi cột; Sơ đỗ cầu tạo nguyên tắc. 


Hình . 


1.3.5. Các loại detector trong HPLC @ 


Trong kỳ thuật phân tích HPLC, việc tách của các chất,ƒĐÄỦŸ xảy ra liên tục trong cột tách, các 
chất tan được dẫn (nạp) vào ở đầu cột và đi ra khỏi cột tác| fha động. Vì thế detector là bộ phận 
theo đõi phát hiện các chất tan trong pha động đi ra từ cộtsácÈký với dòng chảy ra một cách cũng liên 
tục. Detector là một loại dụng cụ (hay máy) để thu nl ›hát hiện các chất hoặc hợp chất phân tích. 
dựa theo một tính chất hóa học, hóa lý hay tính chất vật lŠ nào đó của chất phân tích. Ví dụ như: 


+ Sự hấp thụ quang phân tử hay nguyên tử; 


+ Sự phát xạ huỳnh quang nguyên tử h: tử chất; 
+ Sự thay đổi chiết suắt,.. 
| + Độ dẫn điện,... ^ 


Nhưng dù theo tính chất Gà phải có điều kiện là trong một vùng nỗng độ nhất định của 
Ị chất phân tích, ta phải có mối qưá sau: 


, 
Í H= kky q3) 
% 


hắt phân tích hay hợp chất của nó theo tính chất đỏ (độ hắp thụ quang, hay. 


chất phân tích X trong dòng pha động đi ra từ cột tách; 
ủa điều kiện thực nghiệm của detector đã chọn. 
chất phân tích X, tín hiệu đo H này có thế thuộc các loại: 
hắp thụ quang phân từ của chất nghiên cửu hay hợp chất của nỏ; 
Cường độ phát xạ huỳnh quang của chất hay hợp chất của nó; 
+ Cưởng độ phát xạ vạch phổ phát xạ hay bắp thụ nguyên tử, 
4 + Loại đo phổ khối (cường độ dòng khối m/Z); 
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+ Cường độ dòng điện, điện thế do chất phân tích gây ra; 
+ Độ dẫn điện của chất mẫu; 


+ Đo độ dẫn nhiệt của chất mẫu; l 
+ Chiết suất của chất phân tích; 


cho kỹ thuật HPLC, theo các tính chất hóa lý, vật lý,... cụ thẻ đã có các loại: 
1) Đetector phổ hắp thụ quang phân tử UV hay UV-VIS, hay PAD; 
2)_Detector phổ huỳnh quang (HONT vả HỌPT); b 
3) Detector phổ phát xạ nguyên tử, ICP-OES; & 
4) Detector phổ hấp thụ nguyễn tử, AAS; Q 
3) _Detector khối phổ (PKNT vả PKPT); c 
6) Detector điện hóa đo dỏng và cực phổ; 
7)_Detector đo điện thế (mV); 
8) Detector đo độ dẫn điện, hay điện trở, 
9) Detector đo chiết suất, 
10) Detector đo hiệu ứng nhiệt; 


“Trên cơ sử những tính chất đó, ngày nay người ta đã chế tạo được nhiều loại cuấ= 


\g trong kỹ thuật phân ch HPLC. Song loại 
D được dùng phổ biến nÑÐt. Sau đó đến detector 


Đó là một số loại deteetor đã và đang, 
deteetor hắp thụ quang quang phân tử UV-VIS, 
huỳnh quang phân tử, sau đó nữa là đến det khối, điện hóa và chiết suất. 

"Tuy có nhiều loại khác nhau, nỉ Ïầ detector loại nảo, nó cũng cần phải thỏa mãn và đáp 
ứng được một số yêu cầu sau đây mới có \g được trong kỹ thuật phân tích HPLC, cụ thể là: 

]) Có tính chất chọn lọc cho. Ai tích hay một nhỏm các chất phân tích và độ chọn lọc cảng. 
cao cảng tốt. 

II) Có độ nhạy cao đổi vớị;cĂất phân tích trong hỗn hợp mắu. Có như thế mới phát hiện và đo 
định lượng được các nồng độ nộ, cắp ppm và/hoặc ppb. 

1i) Phải hoạt động ổp đĨnh và bền vững với những điều kiện nhất định của hệ pha trong quá trình 
chạy sắc ký. 

iv) Vùng động học của phép đo không quá nhỏ. Nghĩa là cảng rộng càng tốt cho việc 
phát hiện vả địi được các chất trong một vùng nồng độ rộng.. 

v) cảnh hưởng hoặc ít bị ảnh hưởng bởi các tác động của mỗi trường xung quanh, như 
độ ẩm, ói liệt độ. 

ng quá phức tạp và khó sử dụng. 
Độ nhiễu tự thân của detector phải nhỏ. 
rới những yêu cầu trên, ngày nay rất nhiều loại detector đã thỏa mãn được và đã được đưa vào. 
bì \g phổ biến với kết quả tốt. Song để đánh giá chất lượng của một loại detector, người ta phải căn. 
vào các đặc trưng (thông số) chính sau đây của mỗi loại detector: 
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+ Độ nhiễu tự thân của deteetor 

_Yếu tố này phải nhỏ và n định. Đường nên không trôi và dao động không lớn theo thời gian. 

+ Giới hạn phát hiện 

Phải có giới hạn phát hiện đối với chất phản tích ở nồng độ cảng nhỏ cảng tốt, bình thườ 
trong mức độ từ ng/mL ~ ug/mI (ppb-ppm). 


+ Vùng động học tuyến tính 
Nói chung với yếu tố nảy thì cảng rộng cảng tốt. Bình thường là từ 1 - 10Ÿ lần. thế mới 
thích hợp cho việc định lượng chất phân tích có nồng độ trong một vùng rộng mả khô) ¡ pha nhiều 


dãy chuẩn. Chỉ detector ICP-MS có vùng tuyến tính rộng từ 1X - 10”X. 
+ Độ doäng pic tự thân của deteetor. 
_Yếu tố này phải nhỏ. Nồi chung không được lớn hơn 10% tổng độ doffồ pic chung của pic sắc 
ký, không gây ảnh hưởng đến độ cân đối của pic. 


+ Hằng số thời gian 

Phải có hẳng số thời gian nhỏ. Nghĩa là phải có sự đáp tuyến ÁQðàh và nhạy với mọi sự thay đổi 
nhỏ của nồng độ chất phân tích qua FlowCell của detector. Thời gử tuyến phải nhỏ hơn 0,1 giây. 

+ Độ lặp lại của tín hiệu đo 


Phải có độ lặp lại cao. Nghĩa là đo nhiều lần (tối thi 
10% đối với một nồng độ nằm trong vùng tuyển tính. 

Đó là những đặc tnrng quan trọng để đánh gi: 
HPLC và cũng nhờ những đặc trưng này mà ch thể chọn loại deteetor nảo cho một nhiệm vụ 
phân tích sắc ký HPLC. Tắt nhiên, để phát hi chất, chúng ta có thể sử dụng hai loại hay ba loại 
deteetor khác nhau. Nhưng hiển nhiền là sẽ detector cho độ nhạy cao, cỏ loại cho độ nhạy thấp. 
hơn, Điều này có thể thấy trong ví dụ tác] IL Epinephrine, Norepinerphrine và Dopamine trong 


bảng 1.15. ^ 


Bảng 1.15. Đội chất phân tích với ba detector khác nhau. 


) phải không được sai khác nhau quá 


'm xét chất lượng của một loại detector trong. 


Chất phân tích Loại detector và độ nhạy: ng/m], 

Ê Háp thụ UVEIS_ | Huỳnh quang Điện hóa (*) 
Epinephrine 3-5 06-10 02-05 
Norepinephrine^, ” $-8 03-12 03-05 
Dopamine. s8 0,5— lã 025~04 


Đồng 4hời nhờ các đặc trưng nói trên, người ta có thể so sánh các loại deteetor với nhau. 
trong kỹ: HPLC. Bảng 1.16 là một vi dụ cụ thể về các đặc trưng cơ bản của một số loại 
detei đang được dùng trong phân tích HPLC. 

đây chúng ta đã trình bảy và xem xét về các yêu cầu và đặc trưng của các loại deteotor trong, 
nhưng về nguyên tắc cấu tạo thi bất kỳ loại detector nảo dùng trong kỹ thuật HPLC cũng phải có 
gồm các bộ phận như sau: 
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Bảng 1.16. Các đặc trưng của các loại detector trong HPLC 


STT| — Loại Đeecor Độ nhạy (pm) Hùng myễn tính | Ứng dụng 
I |HãpthuUV - 01-3 Phố biến sa 
2 | Hấp thụ VIS 01-5 _[Phá 
3 |DietAmy — 0Ø -1 Còn K 
4 | Huỳnh quang 0Ø01—1 
5 | Phátxạ ICP-AES 0,0001 - 0,001 1~n.10° lần 
6 | PhỗlCP-MS 0,00000001 ~ 0,0000005 1~n.10° lần. 

7 | PhổF-AAS 005-4 - 1-n.10° là 
8 | Phổ khối (MMS) 0,0000001 ~ 0,000001 I¬n.L0Ẻ Phổ biến 
9 | Chiết suất 0,1—5 1n. Ít dùng 
10 | Điện hóa đo dòng 0,05~2 1zñŠXp” lần Ít dùng 
11 | Cực phổ cực Hg 0,001 —0,1 Z10” lần Ít dùng 
12 | Cực chọn lọc ion 01—5 ~n.10” lần Ít dùng 
13 | Đo độ dẫn điện 0,1—5 1~n.10° lần Ít dùng 
14. | Đo hiệu ứng nhiệt 0,1—S 1~n.10° lần Ít dùng 
15 | Đô độ thẩm thấu 1-10 1~n.10° lần Ít dùng 

a) Buồng đo (FlowCell ) có thể tích từ 5 Š s 

Tay hệ bình điện cực (với delector đi 

Với các hệ máy UHPLC, FlowCell 21 (0,5~2,5 HL). 

b) Hệ quang học 

Cùng cấp chùm sáng, phân chùm tỉa cần đo của các loại deteetor quang học (UV, VIS, 


HQ,..) và nguồn chiếu sáng, 
Eqhưn Bắn ca 


)) 
“C6 nhiệm vụ thu nhậấ và” tuếch đại tín hiệu đo để chỉ thị theo một cách nào đó, như máy tự ghi, 
máy in số đo tín hiệu pic sảZ ký. 


Đó là những: cơ bản nhất, cần thiết nhất của một detector. Song, hiện nay các đetector 
hiện đại còn có vải bộ phận khác, như bộ kiểm tra tự động các thông số, bộ chương trình, máy. 
tính, bộ tích pÌ làm cho detector có tính chất vạn năng hơn, đáp ứng được nhiều yêu cầu phân 


loạt của các đối tượng thực tế cũng như trong nghiên cứu khoa học. Sau đây chúng 
số loại detector được dùng từ khi kỹ thuật HPLC ra đời cho đến nay và hiện vẫn đang 


tor loại này thực chất là các máy đo phổ bắp thụ quang phân tử vùng tử ngoại (UV) và khả. 
(VIS), UV-UIS Spectrophotometer và hiện nay là các máy PAD. Nhưng ở đây buồng đặt cuvét đo 
thay bằng các cuvét động (FlowCell). Việc đo để phát hiện các chất phân tích hay hợp chất của nó 
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vẫn dựa trên cơ sở tinh chất hắp thụ quang phản tử của chất ở trong dung dịch rửa giải từ cột tách đi ra 
tại một độ dải sóng À¡ nhất định nảo đó. Nhưng dung dịch mẫu đo ở đây là pha động của quá trình sắc 
kỷ, nó chứa chất phân tích X, và chảy liên tục qua buồng đo (FlowCell). Các chất phân tích tan troi 
pha động có thể cho phổ hấp thụ trực tiếp của chinh nó, như phenol, toluen, benzen, nitrobenz: 
bước sỏng 254 nm. Nhưng đối với một số chất khác như các ion kim loại, thì là đo các hợp cÌ 
của chúng với một thuốc thử nảo đó, ví dụ phức Fe-CNS ở sỏng 480 nm, Zn-Dz ở són: 
Cr-DPC ở sông 535 nm,... Song phản ứng tạo thành các hợp chất phúc để đo này phải có tí 
lượng hoản toàn trong những điều kiện xác định và buồng phản ứng tạo phức đo quan; 
FlowCell 

Như vậy, nói chung tắt cả các chất phân tích hay hợp chất của nó đối với một Cu phân tích 
theo phản ứng có tính chất định lượng mà có khả năng hấp thụ quang nhạy tại bước sóng nào đó 


trong vùng phổ UV-VIS đều có thể được phát hiện và xác định bằng loại \y. Nguyên tắc của 
việc phát hiện định lượng các chất ở đây dựa theo định luật hắp thụ quang: 
Ái = log(I/D = £LLC kS) s (1:64) 
Trong đó: 
+ Aa: Độ hấp thụ quang của chất phân tích hay hợp chất nó với thuốc thử phân tích đã 
chọn tại sóng À; 

+ &: Hệ số độ hấp thụ quang phân tử của chất; 

+ L¿ Bề dày lớp hấp thụ (chiều dài của FlowCell đi qua). 

Về cấu tạo, loại detector này bao gồm các pI như sau: 

1, Nguồn sáng điểm S: lả đèn D; (vùng phổ ty đèn W-Halid (vùng phổ VIS). 

2, Buồng mẫu và môi trường hấp thụ ( II). 

3. Bộ đơn sắc để thu chùm sáng, pl 'à chọn tia sáng 2. nhất định cẳn đo. Trong các detector 
đơn giản thì đây là một hệ kính lọc cho. lạ phổ nhất định. 


+. Bộ phận điện từ thu nhận vớ đại tin hiệu đo. 
5. Bộ phận chỉ thị kết quả 


'TTắt cả các bộ phận của. x«e hấp thụ quang UY/UV-VIS này được-minh họa trong các 
hình I.53a, .53b và l.S3c. %) Í 


PS Hình 1.53a. Nguyên tắc cầu tạo detector UV-VIS (Spectrophotometer). 
(Loại đơn giản, không hệ phân giải phổ. Hệ 7 FiowCell). 
`) Nguồn sáng: 2. Kinh lọc; 3. FlowCell; 4. Delector, 5.Bộ điện tử khuốch đại tín hiệu; 6. Bộ hiễn thị kết quả. 
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Hình 1.53b. Nguyên tắc cấu tạo detector UV-VIS (Spectropl@G\Ềmeter). 
(Loại có phân giải phổ bằng cách tử. Hộ 2 FiowCetlÌŠ 
S: Nguồn sáng; G: Cách từ, M;: Gương chuẩn trực; ro Ch@Y hán mạ: 
T¡, Tạ: Khe sáng vào ~ ra; Fl, Fl: FlowCell mẫu và j so sánh; 
.P,„ P¿ Hai nhân quang điện ứng với. 
.D: Hệ điện từ khuếch đại tin. 


phức của kim loại với một thuốc thử 
¡ đetector này. Loại này hiện nay đang. 
'đô nhạy tương đối cao (LOD = 0,05 ppm), 
dụ loại deteetor UV của hãng Perkin Elmer 
` 


Trong thực tế, rất nhiều chất hữu cơ và các h‹ 
phân tích đều có thể được phát hiện và xác định bẩn) 
được dùng phổ biến nhất trong kỹ thuật HPLC. vì 
đơn giản, dễ dùng và không quá đắt. Hình 1.53c' 


(PE) và Agilent (HP). « 
Sem v 


Detector mảng điot 1024 ByIes 
g6 at 


na Hình 1.53. Vĩ dụ detector UV-VIS (Spectrophotometer) của PE. 
(Loại có phân giải phó. Hộ 1 FlowColl dùng mảng diot phải quang). 
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vị 
FlowCell huỳnh quang. "Ị g) XSM 


@) 


FlowCell điện 


| mm `° _ 


Meisd KửE, 


'Waling kergde 


“To vaste 


- Hình 1.54b. Các loại FlowCell UV-VIS (a) và điện hóa (b). 


Detector huỳnh quang. 
số chất phân tích hay hợp chất của nó với một thuốc thử hoặc là sản phẩm oxy hóa khử của 
ìt phản ứng hóa học có tính định lượng mả có tính chất huỳnh quang thì cũng có thể phát hiện. 
định được bằng loại detectar phổ huỳnh quang. Nghĩa là tính chất huỳnh quang đó là tự thân chất 
tích có hay là sản phẩm của chất phân tích với một chất khác (thuốc thử) trong một điều kiện nhất 
ình khi bị kích thích bằng chùm sáng phủ hợp (hình 1.55). 


I7 


Như vậy, nguyên tắc của phép đo huỳnh quang là chiểu một chùm tỉa sáng kích thích cỏ bước 
sóng xác định (Az„) phủ hợp vào cuvét chửa chất mẫu phân tích (FlowCell của detector) để chất phân. 
tích phát ra chủm tỉa phát xạ huỳnh quang của nó (e„). Sau đó nhờ hệ quang học thu, phân ly tách lá 
tia phát xạ huỳnh quang thích hợp cần đo hướng vào nhân quang điện để đo chúng, khuếch đại v: 
thị (biểu diễn) chúng theo cách nào đó, ví dụ như máy tự ghỉ (Recorder) hay máy phân tích (Int 
tín hiệu huỳnh quang của chất. 


'Việc phát hiện định lượng ở đây dựa trên cơ sở, trong một vùng nồng độ Cx nhất ` 


phân tích X, cường độ của tia phát xạ huỳnh quang của chất hay sản phẩm của nó phụ. yến tỉnh 
vào nồng độ của nó trong FlowCell. Nghĩa là ta có: lê» 
lạ= kL.Cx® & (165) 
Hay là: lạ= kLVCx khib=l. 


Với k=l,.Đ.Eu và trong đó: 


tường độ của chùm sắng kích thích; 
+ ®: Hiệu suất huỳnh quang của chất, œ 
+ L¿ Bề đầy của lớp phát huỳnh quang (FlowCell); 
-+ Ea: Hệ số phát huỳnh quang của phần tử chất phân tích, chất có tính huỳnh quang của nó; 


HPLC. 


đổ Tn Ben bón on 30c cv Eyan dc 
La: Đên nguồn. L1, L2: Các thầu kinh. P: Nhân quang. 
F1:FiowCell Fi: Lọc sáng. D: Bộ khuốch đại 
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lất định thì k là hằng số, L cũng là không. 
lồng độ Cx của chất phân tích X chảy qua 
'ạ của hãng Agilent. 


'Theo công thức trên, trong một điều kiện thực nghi. 
đổi, như vậy cường độ huỳnh quang Ï„ chỉ còn phụ thuộ, 
FlowCell của đetector. Hình 1.55e là ví dụ đetector huỳ: 


'Ông nhân quang. 
-/: đt 
Cuyết mẫu 


€) Hinh 1.85c. Detector huỳnh quang của Agilent Model 1100 
dùng một nhân quang. 

, về nguyên tắc cấu tạo, detector huỳnh quang khác đetector UV-VIS ở chỗ gồm hai bộ 

hai hệ quang. Một hệ quang cung cắp chủm sáng tỉa kích thích Ay;, một hệ quang thu nhận 

phát xạ huỳnh quang As„ của chất mẫu được đặt vuông góc với chùm tỉa kích thích. Với 

máy đơn giản thì hai bộ đơn sắc này được thay bằng hai bộ kính lọc vùng phổ. Hình I.55a và 

là sơ đồ mô tả nguyên tắc cấu tạo của các hệ detector huỳnh quang dùng trong HPLC, 


đơn sẵ 


"9 


Trong deteetor huỳnh quang, đẻn nguồn tạo chùm tỉa kích thích người ta thường dùng đền 
đơwrium (D;-Lamp) cho vùng tử ngoại (190 - 360 am), đèn Wolfữam (W-Lamp) cho vùng khả kiến 
(360 ~ 800 nm), đèn Xenon (Xe-Lamp) cho vùng phổ 250 ~ 600 nm và cả đèn hơi Hg (loại này 
ta). Hiện nay, hầu hết các đetector huỳnh quang phân tử đều dùng đèn nguồn Xenon áp suất 
vùng phổ từ 200 ~ 900 nm. 

Detector huỳnh quang có độ nhạy và độ chọn lọc tương đối cao. VỀ hai mặt nảy. 
đetector phổ hắp thụ quang phân tử UV-VIS. Hiện nay nó cũng là một loại đetector đang. 
khá nhiều trong kỹ thuật HPLC để phát hiện cả các chất hữu cơ cũng như các chất vô cơ.. 


1.3.6.3. Detector đo chiết suắt 


Nguyên tắc hoạt động của deteetor đo chiết suất là dựa trên cơ sở tỉnh c ấtfhức xạ hay phản xạ 
của chùm tỉa sắng giữa hai môi trường có chiết suắt khác nhi, tức là pha động Š git phân tích và pha 


động không có chất phân tích. Như vậy, do sự thay đổi của nồng độ chất pha động chảy qua 
FlowCell của đetector sẽ làm thay đối chiết suất của pha động và sự. thay ly lại đưa đến làm thay 
đổi cường độ chùm sáng chiếu qua FlowCell. Từ đó tạo ra sự thay số chiết suất An của pha 
động khi không có chất phân tích và khi pha động cỏ chứa chất phâp°gich với nồng độ khác nhau chảy 


qua FlowCell. Đó chính là tín hiệu đo để phát hiện chất phân tích. ØiỄvd 
đổi nỗng độ của chất phân tích trong pha động dẫn qua FlowCel 


pha động và trong một vùng (phạm vi) nhất định của nồng 


nghĩa là ứng với mỗi sự thay 
céo theo sự thay đổi chiết suất của. 
phân tích (chất mẫu), sự thay đổi 
'của chất phân tích X có tan trong pha. 
động đi qua FlowCell theo công thức: 
An = kC 

“rong đó An là sự thay đổi chiết suất của 
độ của chất phân tích trong pha động, còn k lẳ, 
tạo máy đo chiết suất. 


'Deteetor đo chiết suất trong kỹ thị có hai loại được chế tạo theo hai nguyên tắc, đó là: 
+ Một loại theo nguyên tắc l kh! Qgớng của chìm sáng (nh 1.56). 

+ Một loại theo nguyên tắc, của chùm sáng (hình 1.56). 

'Vì thế người ta thường gọi 

1) Detector khúc xạ ÍlqiÍệch hướng). 

2) Deteetor phản xạ \Ìồi phản xạ, theo nguyên lý của Eresnel). 


(66) 


ông khi có và không có chút phân tích. C là nồng 
thực nghiệm của các điều JŠện đo chiết suất và cầu 


Hình 1.56 mô tắc cấu tạo của hai loại đetector nảy. 
Tuy có hai tg nói chung, chiết suất của chất mẫu phân tích tan trong pha động chảy quạ. 
FlowCell của đều được tính theo công thức: 


là một hằng số điều kiện như đã nêu ở trên. Đồng thời cũng từ công thức này, chúng ta. 
'phân tích phải có chiết suất lớn hay khi hòa tan trong pha động phải tạo ra sự thay đổi rõ rệt vẻ 
t của pha động thì mới được phát hiện tốt theo loại detector này. 


An = k.(ng ~ nạ) (167) 
nạ và nạ là chiết suất của pha động không có chất phân tích và pha động có chứa chất 
phân k 


S 
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FlowCall mẫu 


|Gương 


xác định 
-— 


(a)~ Loại khúc xạ kế 


Detector chiết suất có độ nhạy ki , song tính chọn lọc cao. Nhưng lại bị ảnh hưởng nhiều 
bởi tác động của điều kiện môi iện phép đo, đặc biệt là ảnh hưởng của sự thay đổi độ ắm 
và nhiệt độ môi trường, vì sự thay đột độ luôn luôn kéo theo sự thay đổi của chiết suất pha động. 

Vì vậy loại đeteetor này được ứng dụng phổ biến như deteetor phổ UV-VIS, PAD và 


detector huỳnh quang, mà chỉ đượš dùng khi chất phân tích rất kém nhạy với detector UV-VIS hay 
huỳnh quang, nhưng lại nhạy tới detector chiết suất. 

3.5.4. Detector điện hóa đo dòng, AmoR:' 
nhiều loại khác nhau, nhưng được dùng nhiều và tốt đổi với kỹ thuật phân. 
ŠN Hóa đo dòng AmoR với buồng đo (FlowCell) ba điện cực. Nguyên tắc cấu tạo và 
kctr loại này dựa theo sự biến thiên (thay đổi) cường độ dòng điện i, qua điện cực chỉ 
lỗi nồng độ của chất phân tích trong pha động chảy qua FlowCel của detector. Nguyên. 


điện cục nhất định phù hợp với chất phân ích, chất phân tích hoặc bị khử hoặc bị oxy 


. Dòng điện này được phát hiện nhờ một cặp điện cực đặt trong FlowCel của đetector, trong. 
t cực chỉ thị (WE) và một cực so sánh (RE). Điện cực so sánh thường dùng là cực calomen hay. 
'clorua bạc. Cực chỉ thị là cực rắn chế tạo bằng than kính (glassy cacbon). Trong một số trường hợp, 
chỉ thị còn được chế tạo từ hỗn hếng Au-Ag. Nhưng để ổn định và khống chế, cũng như kiểm soát 
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được quá trình điện hóa ở cực chỉ thị trong FlowCell của loại đetector nảy, người ta còn lắp thêm một 
cực phụ trợ (Aux) lâm bằng kim loại tơ, như Pt hay Au (hình 1.57a). 

'Với detector điện hóa loại này, pha động phải chứa chất điện ly trơ, như muối NaCl, KCI, NHạt 
LiCI,... Chất điện ly trơ này cũng có thể được thêm vảo từ đầu cúa dung địch pha động để dẫn vuệt 
tách HPLC, nếu nó có lợi cho sự tách, hoặc không ảnh hưởng đến sự tách. Còn ngược lại, nó phải 
hơm vào pha động đi ra khỏi cột tách, nhờ vỏng phản ứng thêm chất phụ trợ, để trộn đều với š 


trước khi dẫn vào FlowCell của detector (hình 1.57b). 

Ở đây, thể điện cực đặt vào hai cực (cực chỉ thị vả cực so sánh) đẻ đo một chắcháy một nhóm. 
chất phân tích là cỗ định. Khi đó, phản ứng oxy hóa khử xảy ra trên bề mặt chỉ thị sẽ sinh ra 
dòng điện i, và dòng điện này phụ thuộc vào nông độ Cx của chất phân tích. mà pha động chảy qua. 
FlowCell của detector. Trong một giới hạn nhất định của nồng độ Cx của cáế: cất phần tích X, cường 


độ dòng điện nảy được tính theo công thức: t> 
lụ = kC «‹ (1:68) 
với k là một hằng số điều kiện của phép đo. Nó được xác định ›g số máy và tính chất của chất 


điện ly trơ thêm vào pha động. 
Hình I.57a là mô hình nguyên. tắc của đetector điện 


kS) ® 


Hình 1.57a. Detector điện hóa loại AmoR (a) và FlowCell (b). | 
WE: Cực chỉ thị; WFt: Cực so sánh; Aux: Cực phụ trợ; FI: FlowCell; 
M» El: Hệ điện tử; R: Máy tự ghỉ. 
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Hình 1.87b. Detector điện hóa với vòng phản ứng. 
đề trộn chắt điện ly vào pha động trước. 
P1: Bơm cao áp; P2: Bơm áp suắt thắp; M: 
vị Vi em pH phân 0b vào dự sóc GP Cột s 


o (giới hạn phát hiện nằm trong vùng vài ph), 
thị có ảnh hưởng rất lớn đến kết quả đo. Vì thế 
t điện cực chỉ thị trước khi đo và sau mỗi lần đo. 
Đồng thời trong quá trình đo còn xuất hiện thế giữa hai cực công tác (WE và RE). Để loại trừ yếu 
tố này, người ta có thể dùng chất điện ly,tếQ Èố nông độ lớn (2%) và độ dẫn lớn cao, chế tạo hình dáng. 
thích hợp cho FlowCell và đặt thêm một phụ trợ trong FlowCell để loại trừ sự sụt thế đó. Chính vì 
thế mà buồng đo của detector điện tin có ba điện cực như đã nêu ở trên. 


Deteetor điện hóa loại này có độ nhạy tươ 
nhưng có nhược điểm là tính chất bề mặt của 
phải luôn luôn bảo vệ, kiểm tra và làm sạch 


Detector điện hóa loại nà) dùng để phát hiện cả chất vô cơ cũng như hữu cơ có phản ứng. 
điện hóa thuận nghịch trên bề mặt điện cực chỉ thị trong những điều kiện thí nghiệm nhất định. Rất 
nhiều chất hữu cơ được pl không tốt bởi detector phổ huỳnh quang và UV-VIS, thì lại có độ 
nhạy rất cao với loại det hóa loại này, như nhóm các hợp chất dopamin, adrenalin. 


1.3.8.8. Detectör đo độ dẫn điện 

Nguyên tắc lệc của detector đo độ dẫn dựa trên cơ sở đo độ dẫn điện L„ (hay điện trở R,) 
của pha động FlowCell của detector khi có hòa tan chất phân tích X (dung dịch giải hấp) và. 
khi không có ếắy phân tích (chỉ pha động). Việc đo hiệu độ dẫn điện ở đây lả nhờ một cặp điện cực. 
theo. Tảo” định luật Ohm. Hình 1.58a là sơ đồ về nguyên tắc và hình 1.58b là vi dụ của loại 
detector 


chất của việc đo độ dẫn điện ở đây là đo hiệu số độ dẫn (hay điện trở) giữa pha động không. 

.chất phân tích X và có hòa tan chất phân tích. Nghĩa là khi nồng độ Cx của chất phân tích trong, 

thay đổi thì độ dẫn L, của nó cũng thay đổi theo. Cặp điện cực dùng trong FlowCell của 

‹tor loại này gồm một điện cực so sánh (calomen hay clorua bạc) và điện cực chí thị là một kìm loại 
, như Pt hay Âu. 
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Theo phép đo này, độ dẫn của một dung dịch bằng tông độ dẫn của các cation vả anion có trong 
dung dịch, nghĩa là độ dẫn điện A của dung dịch là: 


A= (Aø+ Áo) “. : 
Trong đó A(+) và A(-) là độ dẫn của các ion dương vả ion âm có trong dung dịch. 
“Cần độ dẫn đương lượng A) của ion ï được tính theo công thức; “`. 
Ái =k(1000/N) - cm”(đglz.Ohm) T0) 
với k là độ dẫn riêng và N là nồng độ đương lượng của chất ¡ ở trong dung dịch. Vì thế một vùng, 
nhất định của nồng độ Cx của chất phân tích X trong pha động, độ dẫn của dung dị: động thu 


được qua điện cực chỉ thị phụ thuộc tuyến tính vào nông độ Cx của chất X tan tro: tà động và được. 
tính theo công thức sau; 


L =kC Q d710) 
Trong đó k; là hằng số điều kiện của phép đo nảy. cổ, 


R1, R2, R3: Điện trờ chuẩn; f4: FlowCel, là hai điện cực; G: Đằng hỗ chỉ độ dẫn; Au: Cực phụ trợ. 


Hình 1.88b. Ví dụ detector đo độ dẫn điện của Agilent. 


4) 


lột yếu tố ánh hưởng nhiều đến kết quả đo bằng detector loại này là bề mặt của điện cực chỉ thị. 

này dễ bị đầu độc bởi các chất hoạt động bề mặt, các chất ức chế và chất oxy hóa. Nỏ cũng có. 

mg tương tự như trong detector điện hóa loại AmoR. Vì thế phải luôn luôn kiếm tra và làm sạch 
trước mỗi lần sử dụng. 
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1.3.8.6. Detector đo thế 

Nguyên tắc làm việc của detector đo thể dựa trên cơ sở đo sự thay đổi điện thể E, giữa hai cực 
(WE và RE) đặt trong FlowCell của detector trong điểu kiện dòng không đổi (hoặc bằng 0) khi pl 
động không hòa tan chất phân tích X và khi pha động có hỏa tan chất phân tích X chảy qua Flow( 
của detector. Sự thay đổi điện thế E, nảy tuân theo phương trình Nernst và là hảm số của nồng. 
của chất phân tích X có trong pha động. 

Các điện cực được dùng ở đây gồm một cực so sánh, RE (cực calomen hay cực cl 
cực chỉ thị (WE) là cực chọn lọc ion của chất phãn tích. Ví dụ, để xác định hay phát hi. ta phải 
dùng cực chọn lọc ion của ion Cu(). Cực chỉ thị trong loại detector này hiện nay dùng là 
các điện cực mảng rẳn. Vì thế bề mặt điện cực là một yếu tố ảnh hưởng rắt rõ rột đến lả đo. Đồng 
đổi tạ pho vả tà shl có đit rấn on lộn động dọa vú sẻ ft enlE§ seo nã qo 
trình phân tích cụ thể, 

'Về nguyễn tắc cấu tạo của detector điện hóa đo thế có thể được 
Nhưng cũng theo nguyên tắc trên, nên detector loại này ứng với mỗi cực, 
được một chất mà thôi, nỗ không cho phép phát hiện đồng thời cả một 
hay detector đo dòng AmoR ở trên và cũng được dùng chủ yếu để x: 
cực chọn lọc ion của nó để lắp vào buồng đo (FlowCell). 

Deteetor loại này có độ chọn lọc cao, nhưng độ nhạy 


Ề như tong hình 159. 
ta chỉ phát hiện và đo 
hất như detector UV-VIS 
các ion kim loại đã có điện 


(ppm). Độ nhạy trong vùng từ 


mierogam đến vài trăm nanogam và độ tuyến tính đến 10 iên độ nhạy ở đây được quyết định 
bởi tính chất của cực chỉ thị. Song trong một vùng nhất đị nồng độ chất phân tích X tan trong pha 
động, thì điện thế Ex đo được từ cực chỉ thị phụ thuộc tu) vào nồng độ Cx của chất phân tích tan 
trong pha động dẫn qua FlowCell. Mối quan hệ này linh họa theo công thức sau: 
E, = kCx (172) 
Trong đó k là hằng số điều kiện của y. 
'Tắt nhiên, trong loại đetector này, iyến tính theo phương trình trên là khác nhau đối với 


mỗi nguyên tổ phân tích và mỗi loại cực chộÌMọc ion, cực WE. 


Hình 1.59. Mô hình detector điện hóa với cực chọn lọc on. 
.WE, RE, Au: Ba điện cực của FlowCell: R, R1: Các điện trở, 
k) E: Nguôn điện; Re: Máy tự ghi. 


lector loại này được sử dụng không nhiều, vì một lẽ là nó chỉ phát hiện được một chất với một 
đị chỉ thị và độ nhạy không cao. Mặt khác còn vì các cực chọn lọc rất đắt mà tuổi thọ lại không 
âu, thông thường là 6 tháng với kim loại kiểm, 1 năm đối với các kim loại như Cu, Pb, Zn. Duy 

t chỉ có cực chỉ thị anion F— là bền trong 2 năm. 
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Vi thể hiện nay người ta đang nghiễn cứu chế tạo cực chọn lọc ion lỏng để thay thể cực chọn lọc 
ion dạng rắn. Nhưng mới chí có những kết quả bước đầu và còn đang trong giai đoạn thử nghiệm trong. 
các phòng thí nghiệm nghiễn cửu chứ chưa sản xuất hàng loạt được như cực chọn lọc loại màng rắn. 

1.3.8.7. Detector đo phổ nguyên tử ICP~AES và ICP-IMS 

Detector loại này mới được phát triển vả ứng dụng trong khoảng chục năm trở lại 
hợp cho việc phần tích và phát hiện hỗn hợp nhiễu kim loại với độ nhạy rằt cao (t vì 
nanogam). Deteotor loại này có hai loại dựa theo nguyên lý phát hiện và đo định lượn; ất khác 
nhau, đó là: 

1. Loại ICP-OES (đo sự phát xạ quang học của chất, của nguyên từ). @ 

2. Loại ICP-MS (đo tỷ số khối m/Z của ion nguyên tử dạng MỸ”), £& 

4) Phổ phát xạ nguyên tứ, loại ICP-OES 

Deteetor loại này chính lả các máy đo phổ phát xạ nguyên tử IC] nhiều kênh. Hình 1.60 
mô tả nguyên tắc cấu tạo đetector loại này. Nó chính là sự ghép nối. \g cột tách HPLC với hệ 
thống máy phổ phát xạ nguyên tử đa kênh ICP-AES. 

Deteetor ICP-AES có độ chọn lọc vả độ nhạy khá cao độ phân tích lớn, đồng thời lại 
có khá năng loại trừ ảnh hưởng của thành phần nền của pha loại nảy hiện nay được sử 
dụng chủ yếu và rất có hiệu quả trong việc phát hiện, 'h các nguyên tố kim loại là chính, 
cũng như trong phân tích định dạng các nguyên tố, ví dụ. nguyên tố đất hiếm theo kỹ thuật sắc 
ký lỏng cao áp (HPLC) và nhiều nguyên tố kim loại hỗn hợp mẫu phức tạp, sinh học, thực 
phẩm,... Thực chất ở đây là sự ghép nối thiết bị (Của hai kỹ thuật sắc ký HPLC với phân tích 
phổ phát xạ mới ICP-AES. 

Chính vì thế, hiện nay có rất nhiều nghiệm của các nước. tiến đã ghép nối giữa kỹ 
thuật tách HPLC với kỳ thuật phân tích phổ, nguyên tử ICP-AES để tách và phân tích các hỗn 
hợp các kìm loại lượng vết một cách đồng 

'Theo nguyên lý của phép đo phổ Ä%, tín hiệu đo của detector ở đây là cường độ của vạch phổ 


phát xạ của nguyên tố phân tích + vùng nhất định của nỗng độ Cx của chất phân tích thì tin 
hiệu đo này cũng phụ thuộc tuyến, nồng độ Cx theo phương trình: 
lb = k.Cx (173) 


ñ + š 
Trong đỏ k là hằng nghiệm của phép đo ICP~AES, nó là hẳng số điều kiện được xác định 
bởi tắt cả các điều kiện thị tiệm đã được chọn cho phép đó đỏ. 
LẠ 
Detector loại ry có vùng tuyến tính động học rất rộng, thông thường đạt đến 10” lần và có 
khi đến 10' lẫn. điểm mà nó hơn hẳn các loại đetector khác. Tất nhiền đetector loại nảy. 
hiện nay còn lối đất tiền (cỡ 180.000 USD), vì thế nhiều cơ sở nhỏ chưa đủ điều kiện tải 
chính để trang) 
Hiện #y, các hệ máy đo ICP-AES model 7300 DV và 8300 DV của hãng Perkin Elmer, các máy 
ICP-. 1 7500 và 7700 của Agilent là các đetector tốt và tiêu biểu của loại này. Các loại máy đo 
phỏ nế )i đang được dùng và ghép nối với các hệ thống máy sắc ký lỏng (HPLC) và sắc ký khí 


Hình 1.60b là ví dụ máy ICP-EAS model 7300 DV của hãng Perkin Elmer. 


S 
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Hệ thống máy ICP-AES nhiều kênh (đa kênh) _ 


Hình 1.60a. Detector phố phát xạ nguyên tử. :9). 


XCP-OES Modet PE.7300DV7 
Vũng phối1G5-782 nơm 


›h 1.60b. Detector phố phát xạ nguyên tử ICP-AES đa kênh. 
(Model Optima 7300 DV, Perlin Eimer). 
b or phổ khối lượng nguyên tử, loại ICP-AS 
or loại này chính là các máy phổ khối lượng nguyên tử ICP-MS. Hình 1.60e mô tả nguyên 


tạo đetector loại này. Nó chính là sự ghép nối hệ thống cột tách HPLC với hệ thống máy phổ. 
lượng nguyên tử ICP-MS, hình 1.604 là một vỉ dụ của sự ghép nối hệ HPLC với detector ICP-MS. 


S 
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Plasma | 


Piasma gas re Quadnupole 


đuöeny Í n 


Hình 1.60c. Cắu tạo detector phổ khối nguyên tử ICI 
'Sample: Mẫu; Camier gas: Khi mang; Auxilary gas: Khí phi 


.Plasma gas: Khí Plasma: Torch: Bộ nguyên tử hóa mẫu; Nebuli lun sương; 
Spray chamber: Buỗng tạo thê sol-khí mẫu; Piasma: Mối, NTH mẫu; 
Inlerfaco: Bộ dao diện mẫu; lon lens: Thắu kính ion; Qu: : Trường tử cục; 

.Delector: Bộ phận phát hiện chị 


Ghép HPLC-ICP-&S Ÿ —— 
má Định dạng H 


Nhà MP 


no ® 
Hình _ Detector phô khối nguyên tử ICP-MS ghép với HPLC 


)ự ghép nối hệ máy HPLC vời máy ICP-MS của Agilenl) 
(8) — Hộ tách sắc ký HPLC; (b) ~ Hệ detector ICP-MS. 


1⁄34 tector hắp thụ nhiệt 

Lo Íector hắp thu nhiệt hoạt động theo nguyên tắc là khi chất phân tích bị một chất khác hấp. 
phụ thì theo sự tỏa nhiệt hay sự thu nhiệt của chất phân tích X ở trong buồng đo (FlowCell), làm 
ˆ \g đo nóng lên hay lạnh đi. Nói chung, trong một giới hạn nhất định thì hiệu ứng nhiệt (mức độ 


fệt hay hấp thu nhiệt Q) này phụ thuộc tuyến tính vào nồng độ Cx của chất phân tích tan X trong. 
động chảy qua FlowCcll theo phương trình sau: 
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Q=kCv (174) 


Trong đồ: 

+ Q: Hiệu ứng nhiệt của quả trình bắp phụ trong buồng đo (FlowCell) của detector, & 
+ Cx: Nông độ của chất phân tích có trong pha động dẫn qua FlowCell; 

+ k: Hệ số, được gọi là hằng số thực nghiệm của phép đo này, nó được quyết định tam 


số của máy đo và điều kiện thí nghiệm. 
'Về nguyên lý cấu tạo, loại detector nảy được mô tả như trong sơ đồ ở hình 1.61. 
FlowCell của detector loại này gồm có hai buồng, buồng so sánh và buồng. lập nhau, 


cách nhiệt nhau và cả môi trường xung quanh. Mỗi buồng có một cặp pin nhi. €ó độ nhạy cao. 
'Buông so sánh được nhồi đầy bông thủy tỉnh trơ, buồng mẫu nhỏi đầy chất hấp. iệt, hai buồng này. 
đặt sát nhau, được ngăn bằng một tắm cách nhiệt và đặt toàn bộ trong một cách nhiệt với môi 


trường bên ngoài, để đảm bảo sự thay đổi nhiệt trong FlowCell chỉ là do động có chất mẫu X. 
có trong pha động chảy qua gây ra (toá nhiệt hay hắp thu nhiệ). 


R1, R2: Hai điện trở mẫu; D; Bộ điện từ; Re: Máy tự ghi; E: Nguỗn một chiễu. 


Độ nhạy của đetector loại 'phụ thuộc vào các yếu tố: 

¬+ Bản chất của chất mẫu tạn) \g pha động. 

+ Bản chất của cặp pin )hiệt điện. 

-+ Bản chất của chất hẴŠ thu nhiệt nhỏi trong FlowCell. 

Loại detector sử dụng không nhiều. Vì chỉ có một số chất tan mới có hiệu ứng nhiệt rõ 
ràng khi bị hấp phị khác độ nhạy cũng không cao (mức ppm). 

1.3.8.9, màng diot phát quang. 

mảng diot phát quang, PAD: Dựa trên sự phát quang của một loại diot đặc biệt, khi 

nó bị chỉ tác động vào. Loại này mới ra đời (sau 1990), về nguyên tắc nó cũng hoạt động tương. 
tự như, phổ hắp thụ quang phân tử vùng phổ UV-VIS. Mỗi detector thường có hàng trăm. 
diot,phắtquang, tạo thành một mảng diot (Photo điot Array), nên nó cũng có vùng phổ làm việc từ 

100 nm và có tính không gian ba chiều. Vì vậy loại này thu nhận được hình không gian của pic 

lụ của chất và nhiều pic đồng thời. Mỗi píc như một đỉnh núi, hình 1.62. 


Loại detector này có độ nhạy và chọn lọc rắt cao, tốc độ đo cao hơn và có thể đo được từ 2 đến 
42 kênh đồng thời (mỗi kênh 1 ở riêng), chọn sóng đo hấp thụ cho từng chất là dễ đàng, hạn chế được. 
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sự chen lắn và trùng sóng hắp thụ. Hiện nay nó được dùng khá phổ biển trong các hệ máy HPLC (từ. 
năm 2000). Song muốn dùng nó có hiệu quả thì phải có máy tính và bộ phân mềm chuyên dụng. 


Hình 1.62. Detector mảng Diot phát 


(1)~ Nguôn sáng; (2) — Bộ lọc chùm sâng nguồn; (3) ~ kính; (4) ~ FlowCell HQ; 
(8)~ Thấu kinh; (8) ~ Kh sáng: (7) ~ Cách. (8)~ Mảng diol. 
Mảng dit phát quang hiện có hai loại“ ŠÝZ và 1024 Byte. 


1.3.5.10. Detector phổ khối phân tử (MM: 
'Về nguyên tắc thì đây là một máy quang phi 
hoặc CI-MM§). Cấu tạo của loại detector này 
Việc sử dụng máy MMS làm detect 'LC là một thành công của sự ghép nối giữa hai kỳ 
thuật phân tích sắc ký và khối phố, ví 'ghép nối GC-MM§, hay ghép nối HPLC-MM§. Sự kết 


hợp này đã mang lại những thành quả. trong lĩnh vực tách và phân tích các chất, đặc biệt là hỗn 
hợp chất hữu cơ phức tạp như các. lÍ bảo vệ thực vật và phân tích định dạng các chất. 

Máy MMS là một đaeeoeđhần việt cho sắc ký hiện nay, nó có độ nhạy rất cao (cấp ppb) và độ 
chọn lọc cao; nhưng detector MMŠ hiện nay còn rắt đắt (60.000 ~ 150.000 USD một hệ thống). Vì thế 
nó chưa được sử dụng phổ lấn hư loại UV/VIS hay PAD, mà chỉ cơ sở nào có máy MMS để phân tích 


phổ khối lượng rồi thì nị ghép nồi luôn với hệ thống tách sắc ký, hoặc những cơ sở lớn trang bị 
thêm detector MMS chø kỹ thuật sắc ký GC hay HPLC (hình 1.63, 1.64 và 1.65). 


Loại det phát hiện các chất hữu cơ, các hợp chất phức, các hóa chất bảo vệ thực vật, 
kháng sinh... với: cao (cỡ 1 — 0,1 ppb). 
Cấu tị 'ctor MMS có thể theo các nguyên tắc: 
+ tứ cực, hay hai hay ba trường tứ cực. 
lỗ từ nam châm vĩnh cửu. 


tung từ nam châm điện. 
“+ Cung từ nam châm vĩnh cửu và cung từ nam châm điện. 


4 + Loại thời gian bay, TOF. 


130 


¡ lượng phân tử (loại ELMMS hay ESI-MMS, 
tả như trong hình 1.63 Ÿẩnhình 1.64. 


© 


Hình 1.63. Detector khói phổ (MM: 6©) 
Dùng hai cung từ (từ trường và điện trường) ph, Ì phỏ khối. 


Cônmẫu Hệ lọcion 'Buông phân giải khôi 
kiểu FOF' 
= : 
= 
_— 
| =. 
| BẾ ở 
Ị 


lÍ 


Hình 1.64. phổ khối loại phân giải cao (hai tằng phân giải). 
Ý một trường Tử cực và một TOF (Time of Flghr). 


Hiên na) phân giải cao, người ta thường ghép hai hay ba tằng MS, vì thế có thể có 
loại, ví dụ: 
+ Loại chỉ một tầng MS, phân giải thấp.. 


+ Loại detễctor hai tằng MS (MS/MS), một trường tứ cực và một cung từ. 
tector ba tằng MS (MS/MS/MS), một trường tứ cực và hai cung từ (một nam châm và một 


điện ` 
° ¡ ba trường tứ cực (QQ). 


Với các chất hữu cơ, trong quá trình phân mảnh và ion hóa dưới tác dụng của nguồn năng lượng. 
ích thích El, hay ESI, hoặc CI (PCI hay NCI), có thể sẽ sinh ra các ion khối m/Z là: 
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+ Các ion phân tử, MÌ (ion mẹ). 

+ Các mảnh ion (các ion con). 

Một phân tử chất hữu cơ khi bị phân mảnh và ion hóa luôn chỉ tạo rä một ion mẹ và nhiều i4 
con (mảnh ion), tùy thuộc vào cấu tạo phân tử chất và nguôn năng lượng kích thích. 

Có nghĩa là tùy thuộc vào phân tử hữu cơ đó có khối lượng lớn hay nhỏ và được cấu tạo tử 
nguyên tố khác nhau, sự liên kết của các nguyên tử trong phân tử như thể nào, thì sẽ sinh ra, 
khối (m/Z) khác nhau, trong đó chỉ có 1 ion phân tử (ion mẹ). Hình BH ¿ khối 


của một số phân tử chất. 
Cơ chế phân mảnh và ion hóa chất hữu cơ: ABCDE, theo hình 1.65: @ 


ABCD + e—» ABCD”” + 2e~ 
ABCD"'-+A** +BCD" 
Là + BCD* — BC* + D. 


© 
C> +Ap* B+AC » 
—CA+n c 


AB' +CD*: TC nE 
BC 
ABCD**->ADBC* ——ÌjĐD; 


ABCD'* + ABCD —+ (ABCĐ)?* " + ABCDA+ 
Hình 1.65. Sự phân 'phân từ. 
Cô 5 số khối. Trong đó số. = 109, 111,... 
và số khối bằng 109 được phát hiện chắt này. 
¬ Sự. 'của Chioramphenicol 
k ^s ~3ð1 ð10VCE ta 


4) (a) Chất này có 1 ion mẹ, có m/Z.= 321/1 
Hình 1.66a. Ví dụ sự phân mảnh và lon hóa của ba chắt HC. 
(a): Chioramphenicol. 
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90 100 110 120 190 140 


1 ion mẹ, có m/Z = 136/1 


Hình 1.66b và 'phân mảnh và lon hóa của ba chất HC. 
(©): 1-Brombuiane. 
"Nguồn lon hóa là El. 


* 


1.3.5.11. Các loại. khác 
ANH TƯ 
một số loại de trong các kỹ thuật nghiên cứu vả tách sắc ký HPLC và UHPLC, ví dụ như: 
+ Detect siêu dẫn; 
+ Det độ khuếch tán qua màng xốp; 
+ r đo độ cảm ứng điện; 
xr đo độ linh động của chất. 


tắt nhiên đây mới chỉ là những thành công bước đầu và đang trong thời kỳ thử áp dụng thử để 
chỉnh mọi quá trình đo cũng như tối tu hóa kỹ thuật chế tạo. Nhưng những loại này chưa phỏ biến, 
lột mặt vì nó mới ra đời, mặt khác vì nó còn đắt và sử dụng phức tạp, đòi hỏi nhiều yêu cầu khắt khe, 


133 


sự hiểu biết của người sử dụng. Vì vậy hiện nay trong kỹ thuật HPLC, người ta đã vả đang sử dụng nhiều. 
loại detector khác nhau để phát hiện và xác định các chất, nhưng mức độ sử dụng theo thử tự sau đây: 


1) Detector phố hấp thụ phân tử và mảng điot, ƯV—VIS và PAD (509%); 
2) Detector phổ huỳnh quang (10%); & 


3) Detector phổ khối (20%); 

4) Detector điện hóa các loại (5%); 

5) Detector đo độ dẫn (29%); & 
6) Các loại đetector khác (3%). 

1.4. PHÂN TÍCH ĐỊNH TÍNH VÀ ĐỊNH LƯỢNG BÀNG HPLC £& 


1.4.1. Phân tích định tính 


"Như chúng ta đã nghiên cứu trong mục 1.2, với một hệ pha HPI định và trong các điều 
kiện sắc ký nhất định, một đại lượng đặc trưng cho sự tách sắc ký của trong một hệ pha đã chọn 
là thời gian lưu giữ tạ của các chất. Nghĩa là trong một hệ pha vị các điều kiện tách HPLC đã 
chọn nhất định, thì mỗi chất tan X; (mỗi chất phân tích) trong hỗ: mẫu sẽ có thời gian lưu tạ khác 
nhau và cố định của nó. Chính đại lượng tạ này là một tính &hŠy, hay một thông số đặc trưng của 
chất tan Xị và được dùng đễ phát hiện định tính các chất một hỗn hợp mẫu phân tích. Đó là 


nguyên tắc cơ sở của phân tích định tính các chất bằng kỹ LC. 
Do đó, nguyên tắc của phân tích định tính một trong kỹ thuật HPLC là trong các điều 
kiện một hệ pha đã được chọn: 


1) Trước tiên chúng ta chạy sắc ký và ghỉ sắc đồ của bộ mẫu chuẩn, xác. thời gian lưu tạụ của. 
ESỐ k4 


từng pic sắc ký của các chất trong sắc đồ. phân tích. 


3) Rồi từ thời gian lưu của ắc ký trong mẫu phân tích, ta đem:so sánh với thời gian lưu 
của các pie sắc ký có trong bộ và từ đó sẽ xác định được trong mẫu phân tích có những chất 


từng chất chuẩn. 
2) TP kh nh ch cá sưng de an lưu của 


nào, nếu chúng có thời gian lưu. như trong các pic của mẫu chuẩn (hình 1.67). 


Nếu hệ máy HPLC ct c6 máy tính và chương trình phần mềm điều khiển, có bộ thư viện 
chất chuẩn và chương trình: số liệu, thì công việc này sẽ được thực hiện rất dễ dàng, 


Biểu đồ trong. ïa là một ví dụ. Trong biểu đồ này, sắc đổ phần (a) là của bộ mẫu chuẩn 
'bến chất trong nhói còn sắc đồ phần (b) là của mẫu phân tích (mẫu lòng đỏ trứng gà). Qua. 
so sắnh thời gian. các pic sắc ký trong hai sắc đỗ nảy, chúng ta thấy trong mẫu phần tích không, 


(hình 1.67a). Tức là trong mẫu trứng gả (lòng đỏ trứng gà) không có hai chất 
'Retinyl axetat (3). 
ví dụ hình 1.67b, trong mẫu phân tích chỉ có ba chất ở pic số 2, số 3 và số 5. 


có hai chất số. 


134 


: Bắn chuẩn Vitamin A. 
1- Retinoic axit 
2- Retinol 
3+ RetnyÌ axetat 


4- Reinyl palmitat ` 


H H 
Hình 1.67a. Sắc đồ định tính theo HPLC. 
Xác định các thành phắn của, ÌA trong trứng gà. 
(a)~ Sắc phổ mẫu chuẩn Viamin A; phổ mẫu lông đỏ trứng gà. 


thời gian lưu, (phút) ~ 


Hinh 1.67b. Sắc đỗ định tính các chắt theo HPLC. 
(a) ~ Sắc đồ các chắt chuẩn; (b) ~ Sắc đồ mẫu phân tích chỉ có chắt 2, 3 và 5. 
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Hình 1.67c là sắc đỗ định tính mẫu axit béo trong dẫu Rape. 


Phân tích định tính 
Axit béo, 


Hình 1.67c. Sắc đồ định tính các. 


.Standard: Chắt chuẩn; dẫu hạt cải. 
Như vậy, muốn phân tích định tính các. Íø một loại mẫu phân đỏ, chúng ta phải 
có các chất chuẩn (bộ mẫu chuẩn) của các 'định tính (phân tích). Các Độ mẫu chất chuẩn của 
các họ (nhóm chất) cho sắc ký (HPLC), “chất tỉnh khiết riêng lẻ, hiện nay đều được các hãng, 


cung cấp hóa chất (như Merck, JMC, PHD,Ô)Ì trên thị trường với các cắp hảm lượng khác nhau. 


1.4.2. Phân tích định xe 


1.4.2.1. Phương trình cơđàp để định lượng - 


Trong kỹ thuật HPLC; để định lượng một chất, người ta dựa theo hai phương trình cơ bản sau 
đây về mối quan hệ giữa độ, sắc ký (điện tích S, hay chiều cao H) của chất phân tích Xị với nồng. 


độ Cx của chúng được bơm yŠ cột tách là: 
+ Hàm H=F( là H= k® 
+ Hàm §= tứclà: § = k/C” 


Trong 
+H: CỐtều cao pic sắc ký của chất; 
+ ŠŠĐiệi tích pic sắc kỷ của chất; 
lằng số của điều kiện thực nghiệm tách sắc ký; 
;: Hằng số bản chất, nó nhận giá trị trong vùng: 0 < b <I. 


S 
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(1754) 
(175b) 


Như vậy, khi b = 1, thì mối quan hệ giữa H-C hay S~C lả tuyến tính. Tức là ta có: 


H=kC 
và S=kC 
“Trong hai mối quan hệ này, quan hệ S = f{C) cỏ vùng tuyến tính rộng hơn H = f{C). Mối 
của hai phương trình trên được thẻ hiện trong hình 1.68. Trong thực tế phân tích, người ta chỉ g 
vũng tuyến tính. 


Nẵng độ chất, Cụ * 
Hình 1.68. Mô tả mối quan. 2) và § =f(C). 
Do đó, để phân tích định lượng các chất theo, 'HPLC, chúng ta có thể dùng một trong hai 
phương pháp chuẩn hóa là phương pháp chẩn và phương pháp thêm chuẩn theo phương 


trình cơ bản nói trên. Việc chọn phương pháp, tùy thuộc vào loại mẫu phân tích, thành phần và 
hàm lượng chất phân tích X,. 


1.4.2.2. Các phương pháp định Ìbong. 


4) Phương pháp đường chuẩn —ÑƑY 
Theo lý thuyết sắc ký, nhà kiện sắc ký xác định đã chọn, thời gian lưu của chất là đại 
lượng đặc trưng để định tính (phát biện) các chất. Còn chiều cao của pic sắc ký H hay diện tích S của 


pie có liên quan chặt chẽ độ Cx của chất X. Nói chung, trong một vùng nồng độ nhất định và. 
không lớn (b = 1). chúng. tađuÔ)Ý Có biểu thức xác định mi quan hệ đó như đã nêu ở trên là: 


` %c @) 
và kụCí ®) 
@ 


+ Hị chiều cao và diện tích của pic sắc kỷ của chất ¡; 
+ ng độ của chất ứng với thời gian lưu tạụ; 

Ík; là các hằng số điều kiện thực nghiệm, nó phụ thuộc vào các điều kiện sắc ký của hệ pha. 
tưng trong thực nghiệm, việc đo chiểu cao pic H, dễ hơn đo diện tích S,. Vì thế trong phân tích. 
đầu người ta thưởng đo chiều cao pie TI. Nhưng hiện nay lại đùng cách đo diện tích S pïc sắc 
lu hơn. Vì su năm 1995, người ta đã có kỹ thuật đo được chính xác diện tích S pie sắc ký. 
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'Do đó, nguyên tắc của phân tích định lượng trong HPLC là trong một hệ pha và với các điều kiện 
sắc ký đã chọn (quy trình phân tích), để định lượng một chất, chúng ta phải: 

1) Pha chế (chuẩn bị) một đãy mẫu chuẩn của chất phân tích X; có nồng độ từ Cọ, Cụ, Ca, Cá, 
Cs và các mẫu phân tích C„¡, C,›,... trong cùng điều kiện phủ hợp (bảng 1.17), với Cụ là mẫu trắng. 


2) Chọn các điều kiện (quy trình chạy sắc ký) để chạy sắc ký và ghi sắc đồ của dãy mẫu c] 
các mẫu phân tích. 


3) Xác định chiều cao H hay VDSGUEOODRSUUVG” —, 


tích (bảng 1.17). 
4) Dựng đường chuẩn theo quan hệ H,—C, hay S;~C; (hình 1.69). @ 
5) Sau đỏ từ các giá trị H, hay S, của mẫu phân tích áp vào đường chị 

phát hiện được nỗng độ C„, C„a,... Di yên;lượng qua sbe).. 
Hình 1.69 là ví dụ đường chuẩn xác định phenol. 


Ta. cu 


Các chất Cœ G G Di € 
Chất phân tích X, (pm) 9 I 2 3 4 $ 
Khác Như nhau cả 

Đo H (cm) Hy Hì H› Hà Hị 
Đo S (cm”) § §¡ Ẵ % §& S 


-A ~ 0.02325 Độ lệch chuẩn 
B= 6,56429 Độ lệch chuẳn 
R (Độ chính xác) = 99%, 
SD (Độ lệch chuẩn, 

P (Sai số đáng tin 


0,00 001 002 003 
_ˆ Nẵng độ chất, C¡ (pm) + 


Hình 1.69. Đường chuẩn phân tích chắt X, H ~ C. 
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Phương pháp đường chuẩn cỏ ưu việt là rất thích hợp để xác định hàng loạt một loại mẫu cùng. 
đổi tượng. Nó đơn giản, nhanh và dễ thực Hơn nữa, trong một quá trình sắc ký, chúng ta có thể 
xác định (định lượng) cùng một lúc trong một sắc đỗ nhiều chất cô trong một mẫu đồng thời, nên có 
tính kinh tế cao. Hình 1.69 là một ví dụ đường chuẩn xác định phenol trong mẫu thực tế. 


Nhưng khi mẫu phân tích cỏ thành phẩn phức tạp, chúng ta không, 


chuẩn phù hợp với mẫu phân tích về thành phần nền, thành phần hóa học và vậtlý của các c mẫu 
thực, thì sẽ bị mắc sai số lớn, do ảnh hưởng của thành phần vả nền mẫu (matrix effect). ¡ xác 
định lượng vết các chất. Trong trường hợp nảy, để loại trừ yếu tố matrix effect của mẫ¡ ;ó thể làm. 
theo hai cách sau đây; 

— Cải biến nền của mẫu (modify matrix effeet of sample). €*š 

~ Tết nhất là dùng phương pháp thêm chuẩn. & 

b) Phương pháp thêm chuẩn Q 

Trong các trường hợp mẫu phân tích có thành phần nền phức tạp ta biết và hàm lượng chất 
phân tích lại nhỏ (lượng vết), thì trong nhiều trường hợp, phương. šg chuẩn không cho kết quả 
tốt, thường hay bị sai số lớn do ảnh hưởng của thành phần mẫu. . Trong các trưởng hợp này, 
nên dùng phương pháp thêm chuẩn là tốt nhất, để loại trừ ảnh hị thành phần mẫu và chúng ta sẽ 
thu được kết quả trung thực. 

Nguyên tắc của phương pháp thêm chuẩn là chúng. ngay chỉnh một dung dịch mẫu phân 


tích trong các mẫu phân tích làm nền để pha chế một dã) 
nếu mẫu phân tích mà chất phân tích có nồng độ là 
đều là VI ml, vào 6 bình định mức, đánh số từ Co, ến C; và pha dãy chuẩn như trong bảng 1.18, 
sau đó bằng cách gia thêm vào mỗi mẫu trong mỗi£ỐigÙŸ một lượng chính xác nông độ của chất phân tích 
Xị theo cấp số cộng là AC trong vùng tuyến tínhCRhyế có đấy chuẩn Qáng 1.18). 


'chuẩn của chất cần phân tích. Cụ thể là, 
'ng ta lấy thể tích nhất định của mẫu, ví dụ 


Bằng 1.18. Dãy mẫu chị phân tích của phương pháp thêm. 
Các chất Dây mẫu chuẩn 

Mẫu số €¡ G 1 G € € 

Lượng mẫu (mL) Vị Vị Vị Wị Vị 

Chất phân tích X; “0 2 4 6 § 10 

(AC thêm, ppm). 

Các chất khác. Như nhau tắt cả 

Đo H (pie) cm 0200 | 4450 s54 510 | 1065 | 1320 
H; Hị H;ị Hà H Hs 

Hay ng 210 | 455 560 §20 | 1070 | 1330 
§ §: 5 §% % 5 


theo tiến hành chạy sắc ký tắt các các mẫu chuẩn và mẫu phân tích trong các điều kiện thích 
'được chọn. Ghi sắc đồ sắc ký và tính các giá trị H, hay S, của chất phân tích X trong mỗi mẫu. 
thu được các giá trị chiều cao H pic sắc ký hay diện tích S pic sắc ký của chất phân tích như 


“QỒng bảng 1.18 ở trên, chúng ta dựng đồ thị chuẩn theo hệ toạ độ H~ÁC hay §—AC và đây là đường 


chuẩn gốc. Rồi từ đường chuẩn gốc này, thực hiện phép ngoại suy tuyến tính, thì chúng ta sẽ tìm được. 
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giá trị nông độ Cx của chất phân tích trong mẫu đã được chọn làm nẻn pha dãy chuẩn (hình 1.70 phản A). 
Sau đó ngoại suy đường chuẩn gốc, hình 1.70 (A) thành đưởng chuẩn phân tích (B) để xác định nồng độ 
chất phân tích trong các mẫu khác. 

Phương pháp này loại trừ được ảnh hưởng của thành phẫn mẫu phân tích và cho kết quả c 
chính xác vả trung thực khí phân tích các chất lượng vết trong mẫu có thành phẩn phức tạp. Vì thế: 
phân tích, khi làm theo phương pháp đường chuẩn, người ta cũng làm một vài mẫu theo phưc 


(A)— Hạ 


(thêm vào Cx) 


Hình 1,70: Đường chuẩn của phương pháp thêm tiêu chuẩn 
(A)~ Đồ thị góc: (B) ~ Đỗ thị phân tich (ngoại suy). 
©) Phương, “một điểm chuẩn 
Như chú đã nói ở trên, khi đã có quy trình, tức là đã biết vùng tuyến tính của phép đo HPLC 
cho một cl quy trình phân tích). trong nhiều trường hợp, chúng ta cũng không cần phải dựng cả 
đường 'ì mẫu chuẩn rất đắt, nên chỉ cần một mẫu chuẩn để tính toán nồng độ của chất X trong 
mẫu. vì vậy đã ra đời phương pháp một điểm chuẩn. Cụ thể ở đây có hai trường hợp như sau: 


Ích I: Khí có mẫu chuẩn. 
iếu mẫu chuẩn có nồng độ là Cạ, và mẫu phân tích có nông độ là Cx, thì chúng ta có: 
kS) — Với mẫu phân tích tacó: — Hy =k.Cx 
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~ Với mẫu chuẩn ta cũng có: - Hạ =k.Ca 
Đo đó chúng ta có: 


Cš =(đự Hạ). Cá q2 

Như vậy sau khi đo sắc phổ sẽ thu được giá trị H vả Hạ, chúng ta dễ dàng tính được nà 
Cx của chất X trong mẫu phân tích theo biểu thức (1.76). Cách này cỏ khó khăn là khi mẫu phậ 
thành phần phức tạp và không biết chính xác, thì khó chuẩn bị (pha chế) được một mẫu ch tảnh 
phần và nền giống như mẫu phân tích, nên nhiều khi thường mắc sai số lớn, do ảnh hư: thành. 
phần và nền (matrix) của mẫu. 

Cách 2: Khi không có mẫu chuẩn (dùng cách thêm chuẩn) lS> 

Nếu mẫu phân tích có nồng độ chưa biết lả Cx, chúng ta lấy hai lượng ự nhau (để có hai 
mẫu), một mẫu để nguyên và một mẫu thêm một lượng chính xác ACx của. be) tích X vào, rồi xử 
lý trong cùng điều kiện, sau đó chạy sắc ký, ghỉ sắc đồ và như thế chúng ta $ 

Mẫu không thêm: Hy = kCx (@) ks) # 

Mẫu có thêm chất X: - Hạạ = k(Cx+ACx) (b) œ 

Từ biểu thức (a) ta có: k= Hy/Cx 


Rồi thay k vào biểu thức (b) ta tính được Cx: 


€x = (ACx.Hx)/(H, q2 

Như vậy sau khi đo sắc phổ sẽ thu được giá trjÈsJvà H„u. chúng ta dễ đàng tính được nồng đô 

'Cx của chất X trong mẫu phân tích theo biểu thức 'Cách này có ưu điểm hơn cách 1 là nó loại trừ 
được ảnh hưởng của thành phần và nền của. có chất chuẳn. Vì chúng ta đã dùng ngay 


mẫu phân tích để làm chuẩn theo phương phái nên mẫu phân tích và mẫu chuẩn đều cùng thành. 
phần và chất nẻn. 


Tuy nhiên cần lưu ý một điều là'ồ)Eơng pháp này áp dụng cho kết quả đúng, nhưng phải 
đảm bảo các nồng độ trong mẫu. chuật và mẫu phân tích phải nằm trong vùng tuyến tính của quan 
hệ H = f(Cx) hay quan hệ S = f(C; 

1.4.3. Phân tích bán địnH lượng 


Trong nhiều trường cần caính xác cao và cần có kết quả nhanh, người ta thường chỉ 
muốn phát hiện bán định. các chất có trong mẫu phân tích mà không cần phải có đãy mẫu chuẩn, 
chỉ cần làm theo cách. \g diện tích của tắt các các pie sắc ký của các chất có trong mẫu phân tích. 


Nguyên tắc. này chỉ dựa trên cơ sở là tống diện tích của tắt cả các pỉc sắc kỷ: của các 

chất có trong. sắc đồ ta phát hiện được là bằng 100%. Nghĩa là chúng ta có biểu thức sau: 

Sạc = (Si+ + 6y +.it S2) =100 (178) 

nhỘ dc giá trị: Sị, Sa„..., S„ lả điện tích các pic sắc ký của các chất 1, 2,... chất n có 
trong 


¡ dùng phương pháp này, ta cần phải có máy tích phân kế. Máy tích phân kế (Intergrator) sẽ 
lúng ta ghỉ pic sắc ký, thời gian lưu và tính luôn cả điện tích S của mỗi pic sắc ký của mỗi chất. 
ó in ra bằng giấy toàn bộ kết quả. Điều này chúng ta có thể thấy trong ví dụ ở hình 1.71, là ví dụ 
ân tích mẫu phenol công nghiệp. 
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TWPE ._ f8RER 
3885 
" 116882 
" 1188 
lj 335649 


Hình 1.71. Ví dụ về phương pháp định tổng diện tích pic S 
(Mẫu phenol công ) 


"Tắt nhiên đây là một phương pháp phân tích lạ. Vi trong thực tế, chúng ta đã bỏ qua ba 
yếu tố sau đây gây ra sai số là: 

1. Một số chất thực tế có tồn tại trong tích, nhưng deleclorIa đỹng lại không phát hiện 
được nó, mà chúng ta lại coi là không có. đã bỏ qua số % nông độ của nó (nồng độ của nó ở. 
trong mẫu). 

2. Nếu độ nhạy của detector kém, ly: giảm độ nhạy của detector, để pic của chất nồng độ lớn 
không bị cắt đầu, thỉ sai sót lại [. Vĩ lúc này các chất có nồng độ nhỏ sẽ không có pic sắc ký. 
nữa, mà thực tế chúng vẫn có phân tích. 

3. Độ phát hiện pic số các chất khác nhau, đối với một loại đetector là có độ nhạy LOD. 
rất khác nhau, mà ở đây chúnða lại coi tắt cả như nhau. Vì thể công thức (1.78) không chính xác, chỉ là 
bán định lượng. h 

Do đỏ, muốn địgỀ"lượng được đúng các chất theo cách này, thì công thức (1.78) phải được viết 

ẳ cho mỗi chất và đầy đủ là như sau: 


_ ` 
€Y» = (6i +keS; +kj§: +. + k,§,) =100 (179) 


“roi các giá trị hệ số kị kạ,... kạ là các hệ số tỷ lệ độ nhạy của loại detector đối với độ phát 

"hất phân tích. Nó rất khác nhau, các kết quả xác định thực nghiệm cho thấy rằng, cỏ khí 
¿ nảy hơn kém nhau từ 1,5 đến 4 lần. Ví dụ như đối với detector đo phổ UV, hay VIS có độ 
(giá trị e của mỗi chất) rất khác nhau, ví dụ như Naphthalen có e = 120.000, Benzen có e = 9.000, 
.en có z = 199.000, Nitrobenzen có z = 9.700. Vì thế nếu coi chúng như nhau để tính S như công, 
(1.78) là không chính xác. 
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Các giá trị k, này của các chất cằn được xắc định bằng thực nghiệm, trong các điều kiện sắc ký đã 
chọn, theo mẫu chuấ I, theo mỗi hệ máy vả detector của mỗi phòng thí nghiệm. Khi phân 
tích và đùng công thức trên, ta phải đem các giá trị k, này nhân với diện tích S thu được của pc sắc ký 
của mỗi chất, như thể thì chủng ta mới có kết quả đủng. 


Nhưng việc xác định hệ số kạ này cho tất cả các chất phân tích không đơn giản vả mắt 
gian, cũng như hóa chất và chất chuẩn. Vì thế người ta chỉ đùng phương pháp tĩnh tổng diệt 
trong bán định lượng mà thôi. 


1.4.4. Một số kỹ thuật phụ trợ trong HPLC 


1.4.4.1. Kỹ thuật HPLC đa chiều 

~ Đây là một kỹ thuật HPLC sử dụng nhiều cột tách cùng hoạt động 
hỗn hợp chất mẫu phức tạp, có nhiều cấu tử (có hai nhóm chất), chúng có. 
độ, về tính chất hóa lý và độ chọn lọc với một hệ cột tách và detector. Vi)” 
thì không thể tách và xác định được tắt cả các cấu từ có trong mẫu, rfỗé đủ đã tìm mọi cách tối ưu hóa 
các điều kiện sắc ký. Trong những loại mẫu này, chỉ có dùng kỹ thuậtïÍPLC đa chiều mới hy vọng giải 
quyết được sự tách có hiệu quả cho tắt cả các cấu tử cỏ trong. phi tích. 

~ Trong HPLC đa chiều (multi-dimentional HPLC),,n6ðfÐÏ ta phải ghép vào hệ HPLLC từ hai hay 
ba cột tách, mỗi cột là đại diện và phủ hợp cho. BÀ "mỗi nhóm chất có trong mẫu phân tích. 
Trong thực tế, hệ hai cột tách được sử dụng là chủ ba cột rất it khi dùng. Như vậy, trong hệ 
HPLC phải có một van chuyển đổi được điều khiểqÊhÌhh xác trong quả trình sắc ký để đưa mỗi nhóm. 
chất vào một cột tách riêng tại một thời điểm. nhằm thực hiện quá trình sắc ký theo các điều 
kiện riêng phủ hợp nhất cho sự tách các cấu tiftầyÌ nhóm ấy. Còn cột tách kia lại để thực hiện sự tách 
các cấu tử của nhóm khác, trong điều kiện! thích hợp với nhóm đó. Như thế sẽ có được hiệu quả 
tích cho tắt cả các cấu tử trong hỗn hợp. 

~ Ngày nay, các hãng sản xi tạo và bán máy HPLC đã sản xuất và cung cắp đủ các loại 
trang bị phụ trợ này, các thuốc các chương trình điều khiển,... cho kỹ thuật phụ trợ này của 
'HPLC, để áp dụng được kỹ thuật sẫŠ ký đa chiểu dùng hai cột hay ba cột tách hoạt động đồng thời trong. 
một hệ máy HPLC liên. hệ trang b, phụ trợ này có thể được thực hiện theo các kiểu: 

+ Van chuyển đổi chạy nối tiếp các cột tách; 

+ Van chuyểi `. ớnn 


nhau nhiều về nồng. 
iếu chỉ dùng một cột tách 


Moệy -—~ 
x ml Th V ng 
- iệc triển khai áp dụng kỹ thuật sắc ký đa chiều chỉ được dùng cho các hỗn hợp mẫu có. 
ÁN ức tạp, nhiều chất, tính chất của các chất lại rất khác nhau, mà hệ một cột tách không có. 
hi $h được hoàn toàn các chất trong mẫu ra khỏi nhau, thường có một nhóm chất còn tập trung, 
t cụm pic chen chồng lên nhau. 


S 
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Regeneration Pump: Bộ laH,Colmmn(T và 3) Cột tách (1 và 2). 
Datector: Bộ p 'hiện chắt; Waste: Bộ phận thải. 


1.4.4.2. Kỹ thuật HPLC «bá hóa 

Cơ sở của kỹ thuật dẫn xi là sử dụng một phản ứng hóa học thích hợp của các chất phân 
tích Xị với một thuốc thử RạphùZhợp để đưa các cấu tử chất Xị có trong mẫu phân tích thành các hợp 
chất dẫn xuất của nó, để ;à phát hiện các chất Xị được tốt. Như vậy, nhờ phản ứng dẫn xuất hóa 
này, chúng ta đã đưa các cÍ bay hơi, các chất không thể phân tích trực tiếp bằng HPLC thành các 
chất có thể tách và xí được. Bằng cách này, trong nhiều trường hợp, người ta có thể đạt được hiệu 
quả tách và độ nhạy 

Các thì dùng trong phản ứng thế hóa của HPLC có các loại theo ba kiểu thế hóa [12], đó 
là các nhóm: 

+ hử phân tích loại Chiral (Chiral Analytical Reagent); 

kc thử huỳnh quang (Fluorescence Reagent); 


s+` Yhuốc thử UV-VIS (UV/VIS Absorption Reagent); 
` “Thuốc thử Alkyl (AlkyÌ Reagent), cho phản ứng Alkyl hóa. 

'Việc ứng dụng sự thế hóa thường nhằm các mục đích sau: 

+ Tăng hiệu quả tách của các chất, do dạng ban đầu không tách được. 
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+ Phát hiện và định lượng được nhờ một loại detector. 

t Tăng độ nhạy, khi tách và đo các sản phẩm thế hóa. 

Song bên cạnh các ưu điểm, cũng cỏ những khỏ khăn, rắc rối do quá trình dẫn xuất hóa tạo 
như sự ghép nối bộ buồng phản ứng vào hệ HPLC, tối ưu hỏa các điều kiện hoạt động, thời gian sắ 
do cần thêm thời gian thực hiện phản ứng dẫn xuất hỏa, hiệu suất dẫn xuất, độ lặp lại, ảnh hưở 
các chất phụ sinh ra trong quá trình dẫn xuất hóa chất mẫu, thuốc thử dư,... Đỏ là những điều phấo 
nghiên cứu và lựa chọn cho thích hợp. 

'Về các phụ tùng và trang bị để làm dẫn xuất hóa trong HPLC, cũng như các l thử thế 
hóa [12], ngày nay các hãng sản xuất hóa chất và bán máy HPLC đã cung cấp ra thị đủ các loại 
thích hợp, nên không phải là vấn để khó nữa, mà cái khó chính là tìm các điều ki bwữ để thực hiện 
phản ửng dẫn xuất hóa hiệu quả cao. Đó là vấn đề mà mỗi người làm phân tích phải nghiên cứu. 
TH Ai gthex xe SE Sreevea x2 


Mặc dù thế, song hiện nay trong phân tích HPLC, dẫn xuất hỏa đã lột Vai trỏ quan trọng, 
nhằm phục vụ cho sự tách và phân tích các hợp chất không nhạy với, đdetector thông dụng, 
những hợp chất có độ nhạy sắc ký kém, tách trực tiếp lại không đạt hiện Cao. 

Ví dụ như các chất trong nhóm amino-axit. 

Tình 1.73a là một ví dụ sơ đổ của hệ HPLC có dẫn xuất tách và xác định các amino axit. 
Còn hình 1.73b là sắc đồ của sự tách hỗn hợp mẫu của có 2: amino axit bằng kỹ thuật phân tích 
'RP-HPLC có thực hiện phản ứng thế hóa các chất phân tích Đái thuốc thử OPA và sau đó phát hiện 


chất sản phẩm thế hóa được sinh ra bằng detector huỳnhfđpayš với độ nhạy mức vài ppb. 

Hiện nay, từ sau năm 2000. các hệ thống máy 1à một loại trang thiết bì quan trọng phục vụ 
tách các chất trong phân tích định dạng các nguyên ẤÖ một nhiệm vụ quan trọng của phân tích xác định 
các chất và nguyễn tổ độc hại trong các đối học, y học, dược, thực phẩm và môi trường trong, 
thế kỷ XXI này. Nhất là các nguyên tố J), Hạ (thủy ngắn), Cd (Cadmium), Pb (Chì), Sn 
(thiếc),... trong các đối tượng đỗ uống và. k\ (thực phẩm), cũng như trong phân tích môi trường. 


S Hình 1.73a. Hệ HPLC có dùng cột thế hóa (dẫn xuắt). 
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'ộ F5 


Hình 1.73b. Ví dụ về kỹ thuật. có thế hóa. 
Tách và xác định 23 Amino axi. thử) thế hóa là OPA 
Phát hiện: Deteclor Huỳnh quang = 330 nm và âe» = 450 nm. 
(Theo kết quả nghiên cứu Ím Luận và Lê Hông Hảo), 


Kí 


1.5. SỰ PHÁT TRIÊN CỦA. uc ều UHPLC 
1.5.1. Yêu cầu thực tế của táèh Ýà phân tích HPLC 


Sau những năm 1995 (nhí uỗi của thể kỷ XX), do thực tế của nghiên cứu khoa học và 
của sản xuất công nghiệp, nông tra phân tích thực phẩm, môi trường,..., một vấn đề đặt ra 
là làm sao phải có các kỹ thuật (ẩễếy và phân tích sắc ký HPLC nhanh hơn, tiết kiệm dung môi để thỏa. 


mãn và đảm bảo được các 
¡) Tốc độ phân tích đầo,"high Speed); 
ii) Độ nhạy cao (hịch Sensitivity); 
iiì) Độ phân. thỉnh Resolution); 
iv) Độ cị cao (hinh Selectivity); 


v) Tự: dễ, 
na tedmteauehden. 
vấn để thực tế của thời đại đặt ra cho các nhà khoa học, các kỹ sư thiết kế chế tạo máy 
'LC) phải suy nghĩ để đáp ứng được thực tế đó của sự phát triển. Vì thế tất nhiên không có. 
khác là phải phát triển và đối mới tắt cả công nghệ chế tạo phần cứng của các hệ máy HPLC, 
Xhất nhồi cột (pha tĩnh của HPLC) phải có kích thước hạt nhỏ đưới 2 um để rút ngắn thời gian tách, 
lết kiệm dung môi. Tiếp đó là các chương trình (phần mềm) điều khiển hệ máy HPLC để nó hoạt động, 
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với tốc độ cao và đáp ứng các đòi hỏi nói trên. Điều cụ thể đặt ra cho các nhà khoa học vả kỹ sư chế tạo. 
máy HPLC là phải giải quyết các vấn đề chính sau đây, tức là phát triển kỹ thuật HPLC lên mức cao. 
hơn, nghĩa là đến kỹ thuật HUPLC (Ultra Performanee Liquid Chromatography): 

1) Chế tạo các pha tĩnh có cỡ hạt nhỏ hơn 2 um (1,5 — 1,8 um) với độ xốp cao và chịu áp sui 
hơn nữa (đến1500 bar). Đây là vấn để của hóa học phát triển pha tĩnh cho HPLC. 

2) Phát triển và cải tiến các trang thiết bị của HPLC, công nghệ phần cứng, để có đi bộ 
bơm cao áp đạt áp suất đến 1500 bar và lặp lại tốt, các Detector độ nhạy cao với FlowC) tỏ hơn 2 
aL (0,5 — 1,5 uL). Các van bơm mẫu có khả năng bơm được lượng mẫu dưới 3 uL, chính xác 
và lặp lại tốt. 

3) Xây dựng các chương trình điều khiển hoạt động của các hệ HPLC mới, s§ ray ác 
mềm lốc độ cao. F32 

Thực tế đó đã cuốn hút các nhà khoa học, các hãng sản xuất chế 
nghiên cứu phát triển, hoàn thiện để có được và đưa ra các hệ thống HUPI 
là hãng đi tiên phong và phát triển rất nhanh các ý tưởng mới đưa 
Agilent, Perkin Elmer, Thermo Elements, CromPack, Shimadzu. 
trên 25% các phòng thí nghiệm HPLC có thiết bị UHPLC, nhất là 


1.5.2. Sự phát triển HPLC lên UHPLC 


1.5.2.1. Chế tạo pha tĩnh (chắt nhỏi cột) 
“rong sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC), muốn Bờ xÝ tách tốt một hỗn hợp các chắt, nhất là hỗn 


\g thiết bị cho HPLC 
¡. Hãng Waters (USA) 
'UHPLC (1996). Sau đó là 
(2010), toàn thế giới đã có 
tước tiên tiến. 


hợp các chất khó tách, thì phải có điều kiện về mối; hệ giữa cỡ hạt pha tĩnh (dp) và chiều dài cột 
tách L (mm) của hệ sắc ký và phải đạt được tỷ lệ như trong bảng 1.19 sau đây cho các loại hỗn 
hợp mẫu khác nhau. 
Bảng 1.19. Y( của tỷ số Lidp trong HPLC. 
Loại chất » Tỳ số (L/áp) phải đạt 
Các chất phức tạp, chất khó. * >30.000. 
Loại trung bình. >20.000 
Các chất đơn giản, dễ ch > 10.000 
Như vậy, nếu cố hạt pha tĩnh là 10, 5, 3, 1,7 um thì phải có chiều dài cột tách như trong bảng 
1.20, để vẫn có tách tốt một hỗn hợp chắt trong quá trình tách sắc ký (HPLC). 
@ 1.20. Mối quan hệ chiều dài cột và cỡ hạt dp pha tĩnh. 
) Tý lệ (1⁄4p) có Âăm sản xuất tạ (phú) 
10 30.000 1980 2530, 
150/5 30.000. 1995 12-20 
100/3 33.000. 2000 S-12 
50/1,7 30.000 2003 I4 


S Chú ý: Ö đây L tính theo mm. dp tính theo um. 
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Muôn có được sự tách tốt, tức là phải co số đĩa N của cột tách HPLC lớn, điều đó "gia là phát 
có các pha tĩnh (chất nhồi cột) có kích thước hạt rất nhỏ (phải dưới 2 um), xốp, lại phải đồng đều và 
chịu được áp. cao hơn các pha tĩnh đã cỏ của HPLC truyền thông. Vì khi các hạt pha “ 


nhỏ, áp suắt bơm pha động qua cột tách cảng phải cao, phải trên 900 bar đến 1200 bar. 

Ví dụ: với pha tĩnh cỡ hạt dp = 5 um, cột đài L = 150 mm, đường kính cột 4,6 mm, muỏi 
độ pha đông I mL, chúng ta đã phải bơm pha động với áp suất lả 180 - 200 bar. Còn nêu pha. 
cột chỉ dải L = 30 mm, đường kính 4,6 mm, để cô cùng độ phần giải như cột cỡ hạt Š 
được tốc độ pha động cũng 1 mL., chúng ta phải bơm pha động với áp suất lớn hơn gắ 
gần 600 bar. 


Theo lý thuyết, khi cỡ hạt SP nhỏ dưới Š um, cứ muốn tăng được 20% SH) N) 
thì phải tăng đến 80% áp suất bơm pha động vào cột tách. Như vậy, nếu sự tăng 80%, 


hiệu lực cột (số N), thì phải tăng đến 300% áp suất bơm pha động. Hay nói Íä muốn giảm cỡ hạt 
pha tĩnh nhỏ đi 3 lần, ví dụ từ đp = 5 um xuống đp = 1,7 um, thì áp suất động phải tăng lên từ 
3 — 4 lần. Cụ thể là ở cột dài L = 150 mm, cỡ hạt đp = Š um cần bơm tố, động 1 mL/phút, ta cần 


áp suất 200 bar, thỉ khí pha tĩnh có dp = 1,7 tim, ban bọn đc tp Ó — 800 bar mới đạt được tốc 
độ 1 mL/phút. 

Do đỏ xuất hiện khái niệm và kỹ thuật tách HPLC mới, sự phát triển từ kỹ thuật HPLC 
thông thường lên kỹ thuật Ultra hỉph Performanee Liquid latography (UHPLC). Song vì phải 
thực hiện tách dưới áp suất rất cao (800 ~ 1200 bar), được gọi là: Ua Pressure Liquid 
'Chroimatography. 

Hình 1.74 là một ví dụ so sánh hai loại kỹ HPLC và UHPLC để tách một hỗn hợp chất 
mẫu. Sự tách trong hai hệ là tốt như nhau, song vị 'HPLC, thời gian chạy sắc ký chỉ còn ít hơn 
10% so với hệ HPLC (có 1,5 phút). Nghĩa là tà đã tiết kiệm được trênđÑ4 dung môi làm pha 
động và thời gian. Đó chính là một ưu việt củ 1 


()-tIPLC 
44.8 x 150 mm, 5m 
Ba 1U ye 
'Thời gian phân tích = 11 
mịn 


So sánh HPL⁄C, Han 


tim anh 
1.00 mL/mịi 
'Thời gian. loi gữ 


tiều kiện công nghệ hóa học hiện nay (sau những năm 1998), vấn đề công nghệ của tổng, 

hợp ciế nh tên nÊ Silea ô cỡ bợ từ Lổ L8 mm đã cổ đủ điễu kiện thực hiện được tốc Các 
xuất máy phân tích HPLC lớn của thế giới như Waters, Agilent, Perkin Elmer,... đều đã có. 

\ợ cắp các pha tĩnh cho UHPLC có cỡ hạt từ 1,5 - 1,8 #m dp, với cột tách chiều dài chỉ 5 — 7 cm, 

“XS vlndăm bo được ổ đã  á co(tia20008)đư) và ÿ cỗ LÐp > 3000 như yêu tơng 


Quên 1.74. Ví dụ so sánh sự tách 8 chắt giữa HPLC và UHPLC. 
ve 


bảng 1.19. Điều này có thể thấy trong vi dụ hình 1.75 và 1.76 trong quả trình tách hỗn hợp 9 chất với ba 
hệ HPLC, Supper-HPLC và ƯHPLC. 

Như ví dụ trong hình 1.74, ta thấy: 

- Với hệ HPLC: L = 100 x 2,1 mm, pha tĩnh dp = 5 um, F = 1 mL/phút, phải mắt 11 
chất mới ra hết và mắt đến 15 ml. pha động. 

~ Với hệ UHPLC: _L = 50 x 2,1 mm, pha nh 1,7 gưm, E = 1 mL/phút, chí mắt khoáng Ÿ phút để 
các chất ra hết và ta chỉ cần 2,5 mL pha động. 

~ Còn trong hình 1.75, ta thấy trong UHPLC, ảnh hưởng của nhiệt độ đến sự: áQba rất ít, nhưng. 
đến thời gian lưu của chất lại khá nhiều (còn một nửa), nên làm tăng đáng kể lổ phân tích và tiết 
kiệm dung môi làm pha động so với hệ HPLC thông thưởng. 


4.8 x 180 mm, 6 m. 
1:20 mL/min, 40 °C 
“Thời gian phân ích = 11 phút 


2.1 mm x 80 mm 1.8 umỀ RRLC, 40 ° 


1.00 mL/min, 40 °C. 
“Thời gian phân tích = 11 phút 


2.1 mmx50 mm 1.8m. RRLC, 95 °C 
2.40 mL/min, 85 °C 27 lần thanh hơn 
“Thời gan phân tích « 04 phút PW=197 ms 
Ũ “2 94 mịn 
Hình 1.75, hai hệ HPLC và UPLC của Waters. 
Sắc đỏ. là sự tách trên hệ HPLC (a) UHPLC (b) và (c). 


, 
Hai sắc đồ tấp sa ỒN nến hệ ĐC ở sinht4)40và901C, 


So sánh kết quả đácƒÝ trên hai hệ HPLC và UHPLC này chúng ta thấy: 

+ Tốc độ đến trên 10 lần (hình 1.74 và 1.75). 

;h giảm được trên 5 lẫn. 
+và bơm MP: Hệ HPLC: 200 - 210 bar. Còn UHPLC: 800 bar. 
+ môi (pha động) cho hệ UHPLC chỉ tốn 1/5 so với HPLC thông thường. Đây là vấn đề có. 

ým xếtÀi tế lớn trong tách sắc ký, vì dung môi HPLC rắt đất. Trong đó Supper-HPLC là mức trung. 

HPLC và UHPLC (1998 - 2004). 

9 


+ Thời gị 
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Bảng 1.21. Các đặc trưng của các loại sắc ký lỏng hiệu năng cao 


Thông số HPLC Supper-HPLC UHPLC 

Cột tách: - L(mm) 200 - 250 T0~ 100 40~70 
1D(mm) 46 46 2 

Cỡ hạt, dp (um). s10 25-30 1/7 
Tốc độ PM (mL/phut) 1-3 1-2 0, 
'Vaä, nạp cột (uL) 20-50 $~10 £@ =5 
'V (ŒlowCell), uL, 7-15 3-5 05-2 
Tổng tạụ (phút) 15~30 6-15 nã. 2-5 
-Vam tổng (mL) 20~ 50 105, 2-6 
Độ nhạy = Hơn HPLC 
Lượng MP ít hơn HPLC. - ˆ~50% 75 ~ 80% 
Rút ngắn thời gian - 50% 80% 
Giá máy so với HPLC - “Tăng 20% “Tăng 30%, 


Kí 
'Vi thể đầu năm 2000, nhiều hệ máy __N và UHPLC đã được cung cắp ra thị trường. 
+ Với pha tĩnh (SP) cơ hạt 1,7 ~ 14 nh dp, độ xốp cao, chịu áp 1500 bar. 


+ Chiều dài cột: L = 30 ~ =2 mm. 
+ Bơm cao áp đạt trên 134 É tốc độ bơm đạt đến 5 mIL/phút. Ũ 
+ Các detector có FleyyCếfl 0,5 — 2 uL, có độ nhạy cao hơn cả detector HPLC thông thường. 


Cho đến năm 2008^trổh thế giới đã có trên 700 hệ Supper-HPLC vả 350 hệ UHPLC được dùng 
trong các phòng thí ghiỆm phân tích trong nhiều lĩnh vực khác nhau, như công nghiệp hóa học, 
hóa dầu, nông nị được và phân tích môi trưởng. 

1.8.2. thiết bị của UHPLC 

Về thiết bị (phần cứng), đã được phát triển và hoàn thiện khá tốt. Nhiều hệ thống máy. 
UHI P¬ ƒ¡ đã đáp ứng được các yêu cầu cằn thiết của kỹ thuật phân tích UHPLC. Đó là bồn vấn đề 

Sau đây. 


S 
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Damper 


Punge 
VANE 


Towaste 


Tq ¡m—.—- 


151 


ANG.6 0518 00110010 
(8) — Hộ bơm 1 kênh nối tiếp 2 piston; 
(®)~ Hộ bơm hai nhánh 4 pison; (c) ~ Thy >.g 
(d)~ Hộ bơm 4 kênh, gradient áp suắt thắp, 2, tiếp. 


a) Bơm cao áp cho UHPLC 


Các hệ bơm cao áp của kỹ thuật ƯHPLC không nhữm bơm được pha động với áp suất rất 
cao qua cột tách sắc ký để có được tốc độ pha động mon/ „ mà còn phải bền và ổn định (lặp lại 
tốt), sự điều chỉnh tốc độ bơm mong muốn phải dễ thực hiện gradient pha động ở áp suất 
cao. Các hệ thống máy bơm cao áp của Waters, Agil ỉn Elmer,... đều đáp ứng được áp suất cao. 
từ 700 ~ 1300 bar, với tốc độ từ 0,1 ~ 6 mL/phút. như Model Sery Acquity Pump của Waters 
cung cấp 2004. Hình 1.76 là ví dụ các hệ bơm sp tương HPLC và UHPLC 


` 


5) Van bơm mẫu 
'Khi cỡ hạt pha tĩnh nhỏ, cột sắc kị ngắn (L = 70 ~ 60 mm) thì thể tích cột tách cũng khá 
nhỏ, nên thể tích của mỗi lớp chất (đĩa) sẽ nhỏ theo, vì thế lượng mẫu bơm vào cột tách cũng. 


phải nhỏ. Theo lý thuyết, nó chỉ được py$p;nhỏ hơn 3 uL. để đảm bảo không bão hòa cột. Do đỏ các van 
bơm mẫu cũng phải cải tiến đế bơm' lượng mẫu nhỏ vả có độ lặp lại tốt và chính xác. 

'Van bơm mẫu cho UHPL‹ các hãng hiện nay đều có cung cấp vòng mẫu hay chương trình 
nạp mẫu với thể tích cố định (2 May 3 uL) hoặc biến thiên theo chương trình tự động. Các kỹ thuật và 
trang thiết bị nạp mẫu vào cột lãch sắc ký hiện nay cho UHPLC hay HPCEC đều có thế nạp được lượng, 
mẫu từ 50 nL (nanolit) rất chÌềñ xác và lặp lại tốt. 


©) Detector phát điện chất phân tích 

Củng với b‹ áp, van bơm mẫu, các loại đetector cũng phải cải tiến. Vấn đề ở đây là: bộ 
phận FlowCell, tín hiệu (các sensor) và hệ điện tử. Khi cỡ hạt pha ĩnh nhỏ (1,7 um), cột sắc ký 
nhỏ và ngắn. ), thể tích cột nhỏ, thì thể tích của mỗi lớp chất (đĩa) tắt nhiên sẽ nhỏ theo, nên nằng 


độ chất cũngjkỀá nhỏ, vì thế FlowCell (buồng đo) của detector cũng phải nhỏ. 
thuyết, nô chỉ được phép lớn nhất là 3 uL hay nhỏ hơn, để có thể lấy được thể tích của 
từng (đĩa, hay lớp của một chất) vào buồng đo để phát hiện. Hiện nay FlowCell của đetectar 
và huỳnh quang thưởng là 0,5 - 2,0 wL, hoàn toàn đáp ứng được kích thước cột tách của 


s 'Tiếp đó là các nhân quang (Sensor), hệ điện tử của các loại detecor, các trang thiết bị ghí đo tín 
liệu sắc ký cũng được phát triển và hoàn thiện cho phép phát hiện lượng chắt rất nhỏ, cỡ ppb đến ppt. 
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1.5.3. Phần mềm (chương trình) điều khiển 


Khi cột tách nhỏ, lượng chất nhõ (nỗng độ chất nhỏ), thể tích mẫu nạp vào cột tách nhỏ, thời gian 
tách rắt ngân (dưới 2 phũU) nên việc có các chwong trình điều khiển toản bộ hệ thông hoạt động dòng 


thường là cỡ đưới 0,1 giây. Vì quá trình tách và thời gian pie chỉ xảy ra trong khoảng 1 — 10. cho. 
sắc đỗ tách một hỗn hợp mẫu có hàng chục chất chỉ trong vài phút (1 — 3 phút), hình 1.75. 


"Theo các yêu cầu đó, hiện nay các hệ máy UHPLC đều hoạt động tự động th 
lúc nạp mẫu cho đến khi quả trình tách kết thúc vả cho ra kết quả (ghi vảo đĩa hay in 


1.8.4. Ví dụ các sản phẩm mới của UHPLC 

Đến nay, chúng ta có thể thấy một số hệ UHPLC của một số hãng “ 'đang cung cấp ra thị 
trường thể giới. w 

1) Các hệ UHPLC của Waters: Acquity-290. c 

2) Các hệ UHPLC của Perkin Elmer, EX-10 và EX-15. 

3) Các hệ UHPLC của Agilents, model 1290-HPLC. 

4) Các hệ UHPLC của Thermo-Elements. 


Một số hệ UHPLC và Supper-HPLC này của WatekvĂÈA gilent hiện tại cũng đã có ở Việt Nam 
từ 2008, 


T0ụnm. 


6 
Tắc độ tuyến tính, w (mam/phúi) >> 


Hình 1.77. Đường cong Van Deemton trong UHPLC. 
(So sánh với ba cỡ hạt SP: 10, 5 và 1,8 ,m). 
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Peak width/s. Resolution] 
5 ————r”5! 


: 
" 8 & 
-e— Độrôngpc 


-=— Độ phân giải 


02 + 
L 20 40 LŨ 80 sø |C: 
Hình 1.78. Độ phân giải và độ rộng pic trong UHPLC. 
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1 Các ưu nhược điểm và phạm vi ứng dụng UHPLC' 

Đây là vấn đề quan trọng, vì thể nên chỉ trong vòng 5 năm (/ 2005), riêng hãng Waters 
(USA) đã cung cấp ra thị trường thể giới trên 400 hệ máy UHPLC. đó 39% ở khu vực châu Mỹ, 
32% ở châu Âu, 15% ở châu Á, còn lại dưới 5% ở các nước thuộc,chẩY lục khác. 

Vậy ưu điểm của UHPLC là gì? 

Chúng ta có thể nói tóm tắt một số ý chính như sau: 

1) Tốc độ phân tích cao, thường cao gấp 4 - S ật HPLC thông thường, Vì trong HPLC, 
một thí nghiệm tách phải mắt 15 - 20 phút, còn trong“UĐPLC chỉ mắt dưới 2 — 4 phút (hình 1.79). Vì 
vậy tiết kiệm được thời gian, hay số lần thí nghiệm. gấp 4 lần HPLC. 

2) Độ nhạy cao, cỡ ppb.. 

3) Độ chọn lọc cao và độ phân 1.80). 

4) Có một khoảng rộng của giá trị có sự tách tốt (N lớn), vì trong vùng này tốc độ tuyến 
tỉnh u thay đổi rất ít, hỉnh 1.77. Vì thế 'dùng tốc độ u cao mà vẫn cỏ sự tách tốt. 

5) Dung môi (pha động) t bằng1/4 so với HPLC thông thường (bảng 1.22). Đây là vấn 
để kinh tế, để giảm giá thành chỉ. tích. Bởi vì trong HPLC, chỉ phí cho dung môi làm pha động, 


là lớn nhất (nhiều nhất, đến chỉ nhí chung). 
6) Với những tính ng trên, nhưng giá mua một hệ ƯHPLC cũng chỉ đắt hơn hệ HPLC cùng 


chức năng chưa đến 25%, đây là vấn đề khó khăn cho một số cơ sở vả phòng thí nghiệm nhỏ không có 
đủ kinh phí để đổi tự bị HPLC lên UHPLC. Song, xem xét về mặt kinh tế thì nó lại mang lại 
nhiều lợi ích hơn, 'giá chỉ phí phân tích đáp ứng được thực tế (không đắt hơn HPLC). Ví dụ theo. 
các kết quả ứng. JHPLC của Hà Lan, Đức, Nhật,.... chỉ một năm dùng máy, tiền tiết kiệm dung 
môi cũng đã lừa cho giá máy tăng của UHPLC. 

ChínhetÈcó những đặc tính trên, nên tuy mới ra đời nhưng UHPLC đã được sử dụng khá nhiều ở 
các nước. triển, chỉ trong 8 năm (2000 - 2008), thế giới đã có đến gần 2.000 hệ SupperHPLC và 
trên 2 'UHPLC đang được dùng trong các lĩnh vực: 

'Công nghiệp Hóa dược và kiểm nghiệm thuốc; 

ii) Phân tích môi trường (đối tượng đắt, nước, không khí, sinh học); 

¡) Phân tích thực phẩm; 
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iv) Hóa hữu cơ và hóa dải 
v) Trong sinh vả y học, được học. 


1.79 đến hình 1.81). 


Sau đây chúng ta có thể xem một vài vi dụ ứng dụng UHPLC trong các lĩnh vực khác. sót 


Bảng 1.22. So sánh hai kỹ thuật HPLC và UHPLC 
khi tách một hỗn hợp mẫu như trong hình 1.74. 


Các chỉ tiêu HPLC UHPI 
Cột tách: XTera CI8. 150 * 4,6 mm AcQuity, cẩn 8mm 
Cỡ hạt (um), 46 Q 17 
Mẫu nạp (im). 20 s3 
Pha động ACN/H;O :25/75 CAN/H;O:36/64 
Eup (mL/phút) 1/20 0,6 
“Thời gian tách 10 phút 2,0 phút 
Số đĩa, Nạc 5500 7500. 
Độ phân giải 32 34 
Tổng MP. 22mL 4,5 mL 
+ Sample: Mức 
Ð 8y9tem: 1200 {Low đelay volume configuration, 120 „L) 


| Sa: Re(&5) = 314 
1.8 pm Re(&5) = B67 
499 | -+ 80% Resolution (Thaory: +87%) 
| + 160% Effiieney (Theory: +177%) 
2 „4 s L) mịn. 


Hình 1.79. So sánh độ phân giải của Supper-HPLC và UHPLC. 
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lo) 


r~n 


£=iI 


T= 400, (,= 1.30 mí 


F=120mU/nkn 
T=40°,0=075 min 


T=80°0.t,= 046 mứt 


F=240 mƯni 
T= 6°, = 038 min 


35nƯnin 
*C.*280 m. 


= 
E 
ty 


TH mL/nửn 


€* 


(XF = const = 88 mL @` 
w —— 18 " K1 P) „ — Tâm 


00 mL/mín. 


1 
Như” 


Hinh 1.80. Sự tách một hỗn hợp chắt bả: €. 
với nhiệt độ khác nhau (40, 80 và 
và tốc độ pha động khác nhau (0,35; 0,7; mL/phúi) 


(Mẫu có 9 chắt vẫn tách 
x _ c— ¬] 


He ni 4 thoếế kệ XX2X CC 


81. Các hệ máy HPLC và UHPLC của Perkin Elmer. 
le) (Sự phát triển từ 1980 — 2012). 


ta đã biết, trong quy trình phân tích định dạng các nguyên tổ (bảng 1.23), có hai 


TSẠU HPLC TRONG PHÂN TÍCH ĐỊNH DẠNG 


nhiệm „° tan trọng là phải: 
Fách được từng dạng chất ra khỏi nhau, công đoạn 4; 


S 
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PA đó mới định lượng các dạng ở các phân đoạn tách, công đoạn 5. 


Bảng 1.23. Các bước của quy trình phân tích định dạng 


1. Sample collecion 
(Lẫy mẫu) 
Ko: Kế & 
(Xử lý mẫu) 
1iberation of Melfg from its matrix 


(Aeid leaching, alkaline, đissolution, volatilization, disillation, superfluid 
“xtraction, mierowave assistance), 
ử lý mẫu tách lấy các dạng Hg từ Matrix mẫu 
t- 
3. Extraction/clean-up/preconcentration 
(Slovent extraetion, derivatization such as ethylation, buthylation, hen and 
iodination; cryogenic trapping; preconcentration on solid ) 
(Chiết tách, làm sạch, làm giảu chất PT). À2 
ñ 


€ 


44. Separation of mercury species of in 
(Gas chromatography; HPLC; ion-excl 
(Tách các dạng Hg cẩn phân tích bằng GC,, 


} 
5. Quantilication 
(CV AAS, CVAFS, GC-ECD, 
(Định lượng mỗi dạng 


Việc tách các dạng chất hiện nay có hai kỹ th 
ký khí cột mao quản (CaGC) là có hiệu lực nhất. 


Kỹ thuật tách HPLC được sử dụng tron; tích định dạng các chất có các kiểu (Mode) như 
trong bảng 1.24. 


,ICP-MS), 
ñ tách) 


là sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC) và sắc 


Bằng 1.24. Các kiểu HPLÈ%òng trong phân tích định dạng các chất 


“Các kiêu HPLC 
dùng trong phân tích định dạng. 
2 Ả powssechanoes 
metelotoneine 
4ÿ phytocholstne. 
metaioenymes 
'raneport protelne 


4 'guyên tắc ghép nối hệ tách HPLC với máy đo định lượng chất được mô tả như trong hình 1.82 
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r— z 
Separation Xi Detection CS 


Phân [II 


SA 
4 DPASV 


Tà Đã măng 
PEMMS 
ESLMMS 


Hình 1.82. Nguyên tắc ghép nói hệ tách chắt với hệ má lnh lượng. 


Phân I: Tách chắt (Separation); Phẳn II: Bộ adapter ghép nói; Phẳn III: phát hiện chắt (Detection). 
Trong đó: 
+ Phần tách chất có: GC, HPLC, CE. 
+ Phần xác định cỏ: = 


~ Phổ nguyên từ: AAS, AES, AFS, ICP-MS. 
Phổ phân từ: MES, EI-MMS, ESI-MMS. 
Với nguyên tắc nêu trên, hai mô hình ghép pếtÏ]PLC với VHG-F- AAsẨŸúinh dụng As, Họ, S° 
trong một số đối tượng sinh học đã được nhóm cứu của G§. TS. Phạm Luận thực hiện tại Khoa 
Hóa học, Đại học Quốc Gia Hà Nội được chỉ xế hồng hình 1.83 [19, 20, 21] 


(a1) 


Phần tách chất: Hệ HPLC Model 7200 Shimadzu. 
Phần xác định: Hệ AAS Model SP9/800 Pye UniCam, Hà Lan. 
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| õ m 
chi 


T) Coủn đây 
telon quấn 
“quanh đèn UV 


| 
Ị 
3) Bộ phận | : 


ích khí lông, 


IISI 


______ Sơ đồ hệ phân tích liên tục dạng asen dùng cột Hamilton PRP. suất 
Hệ tách chất: Hệ HPLC Model 7200 Shimadzu. w 
Hệ xác định chất: Hệ AAS Model 6800 Shimadzu. d 


Hình 1.83a. Hai mô hình ghép nói HPLC/VHG-F-AA: lịnh dạng As. 
(Trong đối tượng sinh học và mối trường) 2z 


'Hệ thấu. Bộ bơm mẫu. 
E | 
ben, 
| 


) 
SạTe= 
` —w 


lọc khối pạ giậu khiánMIÊ9 xem, Bộ phân mẫu 
Givaog) "99M9 ÍCP ngy nát co ún 


| 
| 
c> Tế máy IC?-OES7300DY ca PẺ 


(b2) ~ Hộ ghép nói HPLCICP-OES 
Hình 1.83b. Hai mô hình ghép nối HPLCACP-MS và ICP-OES để định dạng As. 
(Trong đối tượng sinh học và môi trưởng) [19J. 
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nhóm mẫu phân tích (Sinh vật biển (1), Rau 
nước) được trình bảy trong hình 1.84. 


a) Các điều kiện chiết các dạng As nhóm mẫ Ì 
(Sinh vật biển, mẫu Sinh học) 


Ă Chyo, trong đạn chiết & —, 


HN 


IHPLC-HG-AAS 
b) Các Ấằ Ìiện chiết các dạng As nhóm mẫu II 
(Đắt và trằm tích) 


ÿ lệ MeOH/H,O 


©) Các điều kiện chiết các dạng As trong nhóm mẫu II 
(Rau và Rong biển) 


Hình 1.84. Các điều kiện chiết các dạng As trong ba nhóm mẫu. 
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Bảng 1.25. Các điều kiện phân tích định dạng As 


Thiết bị Thông số Các điều kiện chọn 
Cộtách: — — Hamillon PRP- X100 (C18) 
L 250 x 4,6 mm, dp = 7 um. 
Hệ tách “Thể tích vũng mẫu: S00 jử. Ki 
HPLC Pha động: MP: (EDTA + (NH,)› HPO4), pH = 6,5. 
EDTA = 0,2 mM. “* 
Tông nỗng độ phosphat: 20 mM. l% 
Tốc độ MP: 1,0 mL/phút. ù 
"Nhiệt độ sắc ký: "Nhiệt độ phòng (25 + 1 °C) “Š 
Các yêu tô khác: Theo loạimáyHPLC 
Đền UY: ISW. tí 
Bộ "Vòng phản ứng: L= l0m, ID = 07: 
quang hóa. Nông độ K;§:Ox: 2% trong NaOH. 
Tốc độ dòng K;S;O: 1,0 mL/phút 
"Nhiệt độ: 65%. 
_Vòng phán ứng: ~ 0/75 mm 
Bộ Nông độ HCI: 
HQ Tốc độ bơm axit: 
Nông độ NaBH,: NaOH 0,59, 
| Tốc độ bơm NaBH.: 
Tốc độ khí Nitơ: 
'Vạch đo As: 
2nm 
8 mA (80% lụa) 
L.= 180 mm x ID = 6 mm, 
150/650/1800/2200 °C 
Hệ máy đo § 35/30/5/3 giây 
F-AAS \g mẫu: Ar (180 mL/phút). 
ID (ppb): As(HI), As(V), MMA: 5; 
bè DMA = 10 
LOQ (ppb): As(III), As(V), MMA: 15; 
DMA =30 
Ghử Mãy ghi: 'Recorder BD40 (Đức) 
Tín hiệu: Chiều cao pic 
'Thế máy ghỉ: 5mV' 
Tốc độ giấy: 0,1 mm/giây 


lới 


Sau đây là một số ví dụ cụ thể về kết quả phân tích định dạng đã ứng dụng kỹ thuật HPLC để 
tách các dạng chất phục vụ định dạng Arsen (As), thủy ngắn (Hg), chỉ (Pb), thiếc (Sn) vả Selen trong. 
một số đổi tượng mẫu sinh học, được liệu và trằm tích của nhóm GS. TS. Phạm Luận. 


"6 "6 
AsB AnB 
H 
ái “ 
H & 
§ sẽ DMA  Ksổ = ñ €* Ksd 
“6 “ 
TY Y vế rẽ 100 600 80 
Thời gian (s) Thtg)à§ 0) 
„ ChuÏn cá ngừ BCR-CRM 627 Chu lừ BCR-CRM 627 
sử dụng cật Hamilton PRP X10 sửả xmenex CI8 
Hình 1.85. Sắc đồ các dạng As trong cá. dương. 


Thời gian 0) 


sử dụng cột Hamilon # Fe laoeeoo-DE 
s0 .ử HA cu 
Ậ Ậ 
‡“a “_¿ ậ“ "h 
H ầ II 
Tám Hà. N 
ì ‡ 
a!" am 
") se 
xxx vẽ xxx truư nYWwNYƯYY Yến 
“Thời gian (s) “Thời gian (9) 
4 Rong Đồ Gónfiuc lạnh khô Rong Đồ Gióaifinae lạnh khô 
` sử dụng cột Hamilton PRP X100 sử dụng cột Phenomenex C18 
Hình 1.86. Sắc đỗ các dạng As trong Rong biễn. 
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Afl],AsB 


š Ad) 
HỆ) 
H .® | 
4) 
H 
“. 
xxx Aăh 
TRời g0) Thy) K©Ñ 
“Trầm tích cầu Bình Tân - Trầm tih cầu Bình Tỉ 
ửdịngct aniloa PRE XI. sử đụng cột Pheaoneaer 
®) 
#II AsHRAsB 
Lá 
„mm 
luc A0) 
§en 
“. 
€ AM 6n 68 mHỌO 1M mo“ cm 
“Thời gia () “T gia G9) 

Trần ch Cầu Trần «© Trầm tỉ Cầu Trhn Phí 
sử dạng cộ(Hanilon PRP XI sử địng cặt Phetonene CI§ 
Hình 1.87. Sắ£ SỀ các dạng As trong trầm tích. 

'Khu vực câu Bình Tân; 
Ï~ Khu vực câu Trần Phú. 


“Thời gan) 
Hong Lục Uhe rzfcxieslạuà khô ong Lục Uðg rơek lạnh khô 
sử dụng ct Bamitos PRP XI) sử dạng cịtPhenoseaes CS 


Hình 1.88. Sắc đỗ các dạng As trong Rong lục. 
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1000 „ ÁC TEMA, 


ñ s 10 15 
“Thời gian lưu (phút) 


Hình 1.89. Sắc đồ các dạng As trong các mẫu sinh học. 
(8)~ Mẫu rau cải: (b) và (c)— Mẫu nước tiễu bệnh nhân; 
(9) và ()~ Mẫu cá biển; (e) và (ƒ)— Mẫu nước thải công nghiệp đường mia. 


D K3 
Thời gian lưu (phút) 


% . He HPLC/CP-MS 
'HPLC: SAX I,5mm, 250 * 4,6 mm. 
” MP: Đệm phosphatspHl= 6,2 


6 s 10 ca 
Thời gan lưu (pbúf) 


4 Hình 1.90. Sắc đỗ các dạng As trong các mẫu sinh học. 
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EgiECAVN-MGT-AS 


E D 
Hình 1.91. Sắc đỗ các dạng As trong các. học. 

1.7. MỘT SÓ VÍ DỤ ỨNG DỤNG HPLC VÀ UHI 

“rong mục này sẽ trình bảy một số kết quả ứng kỹ thuật phân tích HPLC và UHPLC 
trong các đối tượng khác nhau, đó là: 

1) Phân tích các anion vô cơ. 

2) Phân tích các ion kim loại. 

3) Phân tích các vitamin. «© * 


4) Phân tích các chất hữu cơ. “` 
5) Phân tích các chất kháng sinh. 
6) Phân tích các thuốc bảo vệ thựe vật. 


T) Phân tích các chất chống, 


'8) Phân tích các chất họ. 
, 


Sắc đồ của các ví dự 8È trình bày từ hình 1.92 đến hình 1.118. 


“Cột Asahiml-ODKS0, Sam, 125 x4 mm 
MP: Nước/ACN(86/14) + ModflerpH $6 
E— Lá mÌ/ph 


S Hình 1.92. Tách và xác định một số anion vô cơ trong nước. 


loaPac A16 ASIR4 mm, 


Z3 mM Pdtassien hydtorde 
EBC X0 
E13 
10mm 
TRỤ 
“Swgpreac)ondudfily, ASRS®ULTRA, 
.4 mm, Ai0$uppresslo? Eeyce moát 
Fhønds -- 001mgL(ppm) 
006 
00 
010 
006 


Fomae 
Chơng 

Gone 

Nấc — 010 

Cabage 040 š 
Bomóe 

“Su 

1 

Che. 

cơi 


020 
020 
020 
020 1924 


“Tách các Anion võ cơ. 


MB obyPl6PINEI 


0. 
1 


Hình 1.93. Tách và xác định một số anion vô thải. 


Hình 1.94. Tách và x*-định một số anion võ cơ trong nước. 


Tích các lon kim loại 
(Pb, Co,Zn, Ni) 
, Caưm: — lonPa:(SSA.068A4mm 
02 &vy Ehwgt MePx“OlEAddUEi 
fowfáE: - 12mUmin 
Hị Vdơne - S0yL 
5 08wiơm  Ahsdta.580MhPARIn 
AI 4 Mefac Pogtcokơnn Reagel Duy 
L ...- 50mgf (pm) 
200p 070 
46mm 33 
4đbdtl 070 
0 2 4 6 8 19.0 HT - 


« Hình 1.95. Tách và xác định các kim loại nặng. 
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10 mm 
' { 5s 5 Con lønPac CS16 {5 x 250 mm). 
=———= 
Foefae  10mUmm 
# Vì Vowne— Z5uU 


48 mMM Methanesulfoaic acid. NÀY 

: _=- 
1 173 sa Ð 2. Sodium. 04 
RE Ÿ 

, 4 P0lassium. 10 @& 
lm § 

: lŒp ĐỘ 

—LLIUL- 

"AC SE. v8 

Minue. _3euẢ 


Hình 1.96. `... 


am 4= 


inmins. se 


Ea) x2 0 « 100 mơ, 9 km, (P/N- 893867-806) 
ND Ephe«e. 209V merMaOit 

Teanngresure: - Ammiennsoec. 

L—.-25MN-.2----) 


Hình 1.98. Tách và xác định các vitamin tan trong mỡ (dằu). 


NHẶ 


on -ŠẦŸ Tích và sác Anh các smfn 


nã : — sợ 


(475m Zatbex SD-CIE 345 pm 
CMablie phay 
A0025 M KH,PO, n vate 
(1< 3 w8hHhSOQ) 

3 

Đen re 10 mnên 
'Gradiet 5% B 60 % in l0 min, 
“CSlam anh 60% Bo 5 %B n3 mắn 
.UY đehe<er 
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10 


Đường gradienl 


47 phút 
Sắc đồ HPLC của hỗn hợp 30. Asieanu) 


Hình 1.102. Tách và xác định các. = 


mm CƯ G1 


Š Hình 1.104. Tách và xác định các chắt chống oxy hóa. 


-HJ|l__4 


Hình 1.108. Tách và xác định các chắt họ antibioti6S)) 
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Urea/Carbamate/Triazine/Aniline Pesticides 


nan 
C3p tan. 


+ 
Min 


" 


Hình 1.108. Tách và xác định các chất họ. 
(16 chất họ Aniline 3). 


'Organophosphorus pestici: 
kemngkcevseeenie TU 
3Q; nồEny Say” =se mmieosìm đÝ 


mGbile phase. 75:25 weter:CHCM. 
Tiow rate b 3 mƯmn 
temp. 5 20C 


sp V, 2iá ng 
(njecuon, ` z "Hà 


5 Hình 1.109. Tách và xác định các chất họ OP Pesticides. 


(8 chất họ OP Pesticides). 


Organo-acid Pesticides 


column. Discovery C8, 15 cm x 4.6 mm LD., 5 tim 
particles (54353-U) 
mobile phase. .. 60:40, 25 mM potassum phoxphate, (pH 2.3):CH)CN 


flow rate 3 mƯmin| 
temp, 20 °C 
det UV, 214 nm 
injecuen. 3 " 


and Herbicide Mixtui 


<auơng, „ sunttcoskc-aszfhyÖn« 4mm 0, sum 
BS ĐI  ) 

n©: nhiếp `... 

q tờ ng 

š tp 


2e “eo đo so vóo tảo tảo 


Hình 1.111. Tách và xác định các chắt trong hỗn hợp. 
(20 Pesticides và Herbicides). 
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| Heteroeyclic Amines (CA) 


<okuma, .... Đxeoxery HS f5, 15 cm x 4.6 mm LD.. 5 lim, 

TRGDNe phong —._ 15-85 water (1O mAM emamoniaam acetate, pH 4.0 VAN 
Acetc acd) CHIOH VÀO, 

ae UV: 254 nưm, 

trleCuen, - S mQ/mU 

take “50 iàg/mL cach ln motsde ĐRsse. 


Amine-9rt-pyrldol2.3-lindole (AC) 
ẨminS- 1 metryi eepenylimtdzeI4.5.blpvrldins (tú) 
3 Amino-3-methyl 31 Irmidezol.4.5-7Ìquinoline 
ÄƑẨmino-3,a-gimathyi3reteniei2zo (A E-fixninoline (MetQ) 
5: 2-Amlne-3,8-dimethyliidazo4,5-fIquinexaiine (KAetC») 


` 80% Ø14o 100% 

Flow rate: l.h mlAnlny 

Sample: 9 Bonzenu ^ z, 17 tsdanol(t.8.3,e.dìpyinae 
# "ơi 


#ự 


Thời gian lưu, (phf) “| 


Hình 1.113. Tách và xác định 17 chắt họ PAHs. 
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“Tách các avit hữu cơ 


Colơmn 
tluent 
Tag Rake 
Decuon 
Poms 


IonPac” ICE-AS1 (9 = 250 ty) 


5 mM Sullunie acö 
08mƯmin 
UV.210 nm 

1. Tafavic ae 
2 Quản acid 
3 Sueeinie ad 
4 ronnc ao 
5 Aostc seid 
'8 Adipic ad 
7- Aeyie acid 
8 Bưync acd 


9 Valeie aoid ề 


Hình 1.114. Tách và xác định các chắt axit hữu c‹ ` 


Tensi An Euer 
“Coma:. Ewtopber DSCIS 25074 mmID, 
EMenE AedomwlefWaler6040 

Fiow me, Lš mm: 

Decdr: UV2A0nm 

—.¬ 


P5 


—n 


xác định các chắt họ este Benzoic axit. 


Hình 1.116. Tách và xác định các chắt họ 


cacbamate. 
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Hư  Đneevery C8, 13 cm 44mm, Sam parneic (S8363:0 


ae 1V si 214 am. 
Tưechen, sụp 


05mg 

H 

10 

sỹ 

" 

H 
“#úõ 
100 
100 
100 
100 
190 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 


#e ma e Ba 


H 


iiitiini 


Ệ 
Ỹ 
: 
H 


Hình 1.118. Tách và xác định 19 anion vô cơ. 
(gu ngig| Ì của Phạm Luận phông tí ngiện hoaoá Đại học Tổng hợp Amsterdam). 
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1.8. VÍ DỤ MỘT SÓ MÁY HPLC VÀ UHPLC 
Các bơm cao áp HPLC và UHPLC 


Flexar-Pump (HPLC) Thông số kỹ thuật 


_+ Loại: 2 và 4 kênh, kiểu Piston 
+ Vũng áp suất: 0- 6100 psỉ (0- 41 


+ Tắc độ bơm: 01 — 10 mL/p 
+ Độ đao động: 0.1% (2 b 

+ Số MP: 2 (2 kênh) vị nh) 

+ Độ thay đổi của mỗếkẦN: 0 - 100% 
n hành 
Chromera 


+ Có 19 chương tà 
+ Điều khiển 


lống sẽ nợ nu 
4 kênh, 


iston miero-pump 
ĩng áp suất: 0 — 700 bar (0 — 11.000 psi) 
Vùng bơm: 0,1 = 10 ml, 

độ bơm: 0,001 - 5 mL/ph 

+ Độ chính xác MP: 0,1% R§D (1 mL) 

+ Số MP: 2 (2 kênh) và 4 (4 kênh) 

+ Độ thay đổi của mỗi kênh: 0 - 100% 

+ Cö 19 chương trình vận hành 

+ Điều khiển: Phần mềm Chromera 


_ Thông số kỹ thuật 

+ Loại: 2 và 4 kênh, 

kiểu Piston micro-pump. 
+ Vùng áp suất: 0 ~ 1241 bar (0 ~ 18.000 psi) 
ìng bơm: 0,1 - 10 mi 
+ Tốc độ bơm: 0,001 ~ 5 mL/ph 
+ Độ chính xác MP: 0,1% RSD (1 mL) 
+ Số MP: 2 (2 kênh) và 4 (4 kênh) 
+ Độ thay đổi của mỗi kênh: 0 — 100% 
+ Có 19 chương trình vận hành 
£ 4 kênh + Điều khiển: Phần mềm Chromera 
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Các detector cho HPLC và UHPLC của PE 


Flexar~UV/Vis (HPLC) 


Thông số kỹ thuật 


+ Hệ quang: Hai chủm tia 
+ Vùng phổ: 190 ~ 700 nm 
+ Độ phân giải: 1 nm 
+ Độ chính xác: 1 nm 
+ Độ lập lại:+lnm @ È 


\g: Wavelength scanning. 
íu khiển: Phần mềm Chromera. 


Flexar-UV/Vis (UHPLC) 


"Thông số kỳqạuật 


+ Hệ quang: Hai chủm tỉa 
+ Vùng phổ: 190 - 700 nm. 

+ Độ phân giải: 1 nm 

+ Độ chính xác : 1 nm 

+ Độ lặp lại: +Inm 

+ Khe sắng: S nm 

+ Thang đo: 0,0005 - 3.000 Aufx: 

+ Đèn nguồn: D2 và W 

+Đo: Chỉ l2. 

+ Quét sóng: Wavelength Scanning 
+ Điều khiển: Phần mềm Chromera 
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PAD (UHPLC), 


Thöng số kỹ thuật 


_— ~ Loại: Màng 1024 Bz (IkBz) 


+ Hệ quang: 190 ~ 900 nm. 


& 


1 Vùng phổ: 190 ~ 790 nm 
+ Độ phân giải: 1,09 nm/1diot 


+ Độ chính xác : #1 nm 

+ Độ lặp lại: + 0,5 nm là» 
+ Khe sáng: I — 175,6ÐÈ, ° 
+ Thang đo: 0,0%Sÿ,60 An: 


+ Đèn nguồn; Xà W 


+ Vùng. tuyến tính 1,80 Aufs 


Thân: 40,910 7 Aufs 


€Ì sóng: Wavelength Seanning 
iểu đo: 1A hay nÀ cùng lúc (n: 3 
+ Điều khiên: Phần mềm Chromera 


-89) 


Fluor-D (HPLC), 


Thông số kỹ thuật 


^ 
Flexar cả 


LC Detector 


+ Hệ quang: 


~ Bộ sóng kích thích HQ: 200 ~ 850 nm 
~ Bộ sóng phát xạ HQ: 250 ~ 900 nm 


+ Độ phân giải: 1 nm. 
+ Độ chính xác: 1 nm 
+ Độ lặp lại: # 0,5 nm 
+ Khe sáng: ~ Bộ Eap,: 15 nm 
~ Bộ Eiea: 15 và 30 nm 
+ Đèn nguồn: Đèn Xenon 
+ Tỷ lệ: S/N: Từ 525/1 đến 700/1 
+ Quết sóng: Wavelength Scanning, 
+ Ghi phổ: 2D hay 3D 
+ Điều khiển: Phẳn mềm Chromera 
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RID(chiết suất, HPLC)` 


=— 


Thông số kỹ thuật _ 


Flexar Refractive 
Index LC Detector 


+ Hệ quang: Kiểu đo chỉ số khúc xạ 
+ Vùng phổ: 1,00-1.75 RIU 
+ Độ phân giải: 1 RÌU 

+ Đèn nguồn: Tưngsten (W) 
+ Độ trôi: 2.10 ”RIU/h/1°C 
+ Khe sáng: 5 nm 


+FlowCell: 8 ụL là 


+ Nhiễu tự thân: 2,5, kí, S44 
+ Điều khiển: Phần mềm CẰromera. 


5 


Bộ AutoSamplor (UHPLC). 


chính xác: 0,1 uL. (2 ~ 5 HL) 
Độ lặp lại: + 0,Iuil. 
+ Độ dao động (chính xếŠ: 
~1% RSD (1 =4 uL) 
~0,5% RSD Œ § uL) 
+ Thể tích bơm tốt nhất: (2 - 4 uL) 
+ Tốc độ lấy mẫu: 50 pưs 
+ Điều khiển: Phần mềm Chromcra 


Thông số kỹ thuật 


+ Nhiệt độ vận hành: 30 - 90 % 
+ Độ lặp lại: #1 °C 

+ Độ ôn định: 0,2 °% 

+ Độ chính xác toàn giải: L1 ®C 

+ Khống chế tự động theo chương trình 
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- —_ Bộ đuổi khí 


Thông số kỹ thuật — — ' 


+ Hệ thống: 5 kênh 
| (4 kênh cho MP và 1 kênh cho mẫu) S' 


+ Làm việc: Nguyên lý siêu âm | 
| Khay chứa MP: 3 chai IL và 2 +„ấ 
+ Cổ khoang dự trữ cho cột tách 


+ Hệ thống thải an toàn. 


== 


FX-IS 
ULRA HIGH 

PERFORMANCE LC 
16,000 P5 


n3 
CONVENTIONAL LC 
MANUAL INWECTION. 


A 
xà 
y 


Sự phát triển qua các thế hệ HPLC của Perkin Elmer 


HỘI 


5 hÉ Injecsion 
3-5 mL/min 3,300. 


|, Í me sm=n= lo =5 
| SEEPLC 3 mae000 e1 S1n THỜ Xác 
se 


tiErPrc “3t Inlecuen, uc 


So sánh sự tách bằng ba thế hệ HPLC 


Đường cong Van Deemton 
(Ba thế hệ HPLC-SHPLC 


= 


lờ Hệ ICP-MS NexION-350. Hệ UHPLC Flexar FX-15 


'Ghép nối HPLC với các thiết bị đo phổ (làm detector cho UHPLC) 
đễ tách và định dạng As, Hg và Pb 
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